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Vários estudos com dor inflamatória descrevem a função dos receptores purinérgicos 
neuronais, porém pouco se sabe sobre o papel dos receptores P2X7 (P2X7R) expressos nas 
células da glia dos gânglios sensoriais – as células satélites (SGC). A ativação de P2X7R 
induzida pelo ATP extracelular é essencial para maturação e liberação da interleucina-1 beta 
(IL-1β) madura durante a inflamação. Resultados anteriores do nosso grupo demonstraram 
que a inflamação do tecido periférico aumenta a produção de IL-1β no gânglio da raiz dorsal 
(DRG). Níveis elevados de IL-1β madura no DRG aumentam a atividade de cicloxigenases 
nos neurônios aferentes primários e a subsequente liberação de prostaglandina E2 (PGE2) no 
DRG, que aumenta a excitabilidade neuronal durante a hiperalgesia. Dessa maneira, nosso 
objetivo foi investigar se a ativação de P2X7R e a liberação de IL-1β no DRG pelas SGC 
representam mecanismos importantes para o desenvolvimento da hiperalgesia durante a 
inflamação periférica. A participação do P2X7R das SGC na hiperalgesia do tecido periférico 
foi verificada usando o antagonista seletivo, A-740003, ou antisense contra P2X7R 
administrados no DRG-L5. A hiperalgesia inflamatória periférica foi induzida por adjuvante 
completo de Freund (CFA), carragenina IL-1β ou PGE2 administrados na pata posterior de 
ratos. A hiperalgesia mecânica foi avaliada pelo teste de von Frey eletrônico. Nós 
demonstramos que o bloqueio seletivo de P2X7R no DRG reduziu a hiperalgesia mecânica 
induzida por CFA e reverteu a induzida por carragenina ou IL-1β, mas não a hiperalgesia 
induzida por PGE2. Semelhantemente, o knockdown de P2X7R usando oligonucleotídeos 
antisense, reduziu a expressão de P2X7R e a hiperalgesia induzida por CFA. Nós usamos 
culturas prevalentes de SGC estimuladas com lipopolissacarídeo (LPS), seguido pelo 
tratamento com A-740003 e/ou agonista de P2X7R BzATP. Verificamos por qPCR que a 
produção de IL-1β aumentou in vivo e in vitro devido aos estímulos inflamatórios. Além 
disso, a ativação de P2X7R induziu a liberação de IL-1β madura, avaliado por ELISA, no 
meio das culturas prevalentes de SGC apenas em culturas estimuladas com LPS, um efeito 
que foi bloqueado pelo A-740003. Ainda, a imunofluorescência do DRG confirmou a 
expressão de P2X7R e IL-1β nas SGC. Em resumo, nossos dados fornecem evidências de que 
o ATP liberado pelos neurônios e a ativação de P2X7R expressos nas SGC modula a liberação 
de IL-1β no DRG. Em outras palavras, durante inflamação do tecido periférico, a ativação de 
receptores IL-1RI periféricos nos neurônios aferentes primários pode estar induzindo a 
liberação de ATP no DRG, que ativa o P2X7R nas SGC ao redor. Ao mesmo tempo, as SGC 
são induzidas pelo estímulo inflamatório periférico a aumentar a expressão da pró-IL-1β. 
Então a ativação de P2X7R induzida por ATP leva à liberação da IL-1β madura no DRG. 
Essas descobertas indicam a participação ativa das SGC para o desenvolvimento da 
hiperalgesia inflamatória no tecido periférico. A importância do estudo dos mecanismos 
periféricos prevê a busca de novos alvos farmacológicos fora do sistema nervoso central. 
Assim, as SGC e os gânglios sensoriais representam novos alvos terapêuticos no tratamento 
de doenças inflamatórias. 
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Several studies in inflammatory pain describe the function of purinergic neuronal receptors, 
however very few is known about the role of P2X7 receptors (P2X7R) expressed in glial cells 
derived from the sensory ganglia – the satellite glial cells (SGC). The activation of P2X7R 
induced by extracellular ATP is essential to the maturation and release of the mature 
interleukin-1 beta (IL-1β) during inflammation. Previously results in our group demonstrated 
that peripheral tissue inflammation increasing IL-1β production in dorsal root ganglion 
(DRG). Higher levels of mature IL-1β in DRG increase the activity of cyclooxygenases in 
primary afferent neurons and the subsequent release of prostaglandin E2 (PGE2) in DRG, 
which increases the neuronal excitability during hyperalgesia. Therefore, the aim of this work 
was to investigate whether P2X7R activation and IL-1β release from SGC in DRG are 
important mechanisms for hyperalgesia development during peripheral inflammation. The 
participation of P2X7R of SGC in the hyperalgesia of peripheral tissue was verified using 
selective antagonist, A-740003, or antisense against P2X7R administered in DRG-L5. 
Peripheral inflammatory hyperalgesia was induced by Complete Freund's Adjuvant (CFA), 
carrageenan, IL-1β or PGE2 administered in rat’s hind paw. Mechanical hyperalgesia was 
measured by electronic von Frey test. We demonstrated that the selective blockage of P2X7R 
in DRG reduced the mechanical hyperalgesia induced by CFA, and reverted the hyperalgesia 
induced by carrageenan or IL-1β, but not PGE2. Similarly, P2X7R knockdown using antisense 
oligonucleotides reduced P2X7R expression and CFA-induced hyperalgesia. We used SGC-
prevalent cultures stimulated with lipopolysaccharide (LPS) followed by treatment with A-
740003 and/or P2X7R agonist BzATP. We verified by qPCR analysis that IL-1β production 
was increased by the inflammatory stimuli in vivo and in vitro. Besides, P2X7R activation 
induced the release of mature IL-1β, measured by ELISA, in the SGC-prevalent culture 
medium only in LPS-stimulated cultures, an effect that was blocked by A-740003. In 
addition, DRG immunofluorescence confirmed P2X7R and IL-1β expression in SGC. Our 
work has provided evidences on the involvement of satellite glial cells from DRG in the 
development of inflammatory hyperalgesia in peripheral tissue as result of a neural-glial cell 
communication through P2X7R. In summary, our data provide evidences that ATP released 
by neurons and activation of P2X7 receptor expressed by SGC mediates the releasing of IL-
1β in DRG. In other words, during peripheral tissue inflammation, the activation of peripheral 
IL-1RI on primary afferent neurons might be inducing the release of ATP in DRG that 
activates P2X7R from surrounding SGC. At the same time SGC are somehow induced by 
peripheral inflammatory stimulus to increase pro-IL-1β expression. Then, ATP-induced 
P2X7R activation leads to the release of mature IL-1β in DRG. These findings denote active 
participation of SGC for the inflammatory hyperalgesia development in peripheral tissue. The 
importance of studying peripheral mechanisms lays on finding new targets for drugs to act 
outside the central nervous system. Thus, SGC and sensory ganglia characterize new 
therapeutic targets to treat inflammatory diseases. 
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1.1 Os Gânglios Sensoriais e Nocicepção 
A dor aparece como alerta protetor em resposta a um estímulo nocivo, por isso a 
sensação da dor é chamada de nocicepção. Mas em determinadas circunstâncias, como lesão e 
inflamação, os estímulos nocivos provocam dor mais intensa que o normal, neste caso, a 
hipernocicepção. Existem quatro tipos de dor: fisiológica, inflamatória, neuropática e 
disfuncional, que são gerados por mecanismos diferentes em cada caso (Golan et al., 2017). Por 
isso, o tratamento adequado para cada tipo de dor consiste na supressão desses mecanismos 
específicos e não do sintoma da dor. 
Na atualidade, existem diversos agentes farmacológicos com mecanismos de ação 
que interferem nessa resposta dos neurônios sensitivos primários, para o alívio da dor. Estudos 
sobre a sensibilização nociceptiva são clinicamente relevantes e as drogas que conseguem 
interferir neste processo de uma maneira seletiva são bons candidatos para analgésicos. Dentre os 
analgésicos utilizados até o momento, os opióides e a dipirona são conhecidos por terem efeitos 
diretos na excitabilidade nociceptora (Sachs et al., 2002). Entretanto, ambas as drogas induzem 
efeitos adversos que limitam seu uso clínico.  
De maneira geral, o processo da excitação dos neurônios primários, ou transdução 
sensorial, ocorre quando estímulos térmicos, mecânicos e químicos deformam ou alteram os 
terminais nervosos periféricos. Essa deformação modifica a conformação de canais iônicos 
altamente especializados nas fibras nociceptivas sensoriais, afetando a permeabilidade iônica e 
gerando uma corrente despolarizante que inicia um potencial de ação (Golan et al., 2017). 
Cada nervo periférico se conecta na medula espinhal por meio de duas raízes, a 
dorsal e a ventral. A raiz dorsal, também chamada de raiz sensitiva, possui fibras quase 
exclusivamente sensoriais. Existe uma dilatação na raiz dorsal, próxima à medula, chamada de 
gânglio da raiz dorsal (DRG), onde estão presentes os corpos dos neurônios aferentes primários 
(Devor, 1999). Fisiologicamente, esses neurônios são responsáveis pela transmissão de 
informação da periferia (pele, músculo, víscera e outros órgãos.) ao sistema nervoso central, 
(SNC) para seu processamento e análise (Hanani, 2005). Alguns desses neurônios possuem uma 
membrana especializada para iniciar picos de atividade elétrica e ainda são capazes de manter 
uma atividade cíclica de disparos, na presença de uma despolarização constante. 





Anatomicamente, os neurônios do DRG são pseudounipolares, não têm dendritos e 
possuem um único axônio que, após emergir do corpo celular, se bifurca originando um ramo 
periférico e um ramo central. O ramo periférico segue até as terminações sensoriais do corpo e o 
ramo central entra na medula espinhal e segue para o córtex (Devor, 1999). Além disso, seus 
corpos celulares são grandes e esféricos, com diâmetro variando entre 20 a 150 μm em humanos 
e de 10 a 40 μm em ratos (Martínez-Gutiérrez and Castellanos, 2007). 
Primariamente nos gânglios, células especializadas da glia envolvem os neurônios 
aferentes primários, separando uns dos outros por uma camada fina (~20 nm) de membrana 
(Devor, 1999). Fazendo uma análise ultraestrutural, nota-se que esse envelope é formado por 
células gliais satélites (SGC), um tipo específico de células da glia diferente de astrócitos e da 
microglia (Hanani, 2005). Ao envolver os neurônios do DRG, essas células criam uma barreira 
mecânica que reduz o acesso de moléculas aos neurônios, exercendo controle sobre o 
microambiente neuronal. Alguns pesquisadores (Watkins and Maier, 2003), inclusive, 
consideram alterações nas células da glia como sendo a chave para a hiperalgesia e, por isso, as 
avaliam como alvos essenciais para o desenvolvimento de medicamentos para o controle da dor. 
Dentro de um DRG típico há milhares de neurônios sensoriais com uma grande 
heterogeneidade entre eles, como os neurônios responsáveis pelas sensações táteis, térmicas e 
nociceptivas. Os neurônios aferentes primários são divididos de acordo com o tipo de fibra as 
quais originam. Fibras A são aquelas responsáveis pelas sensações de toque e propriocepção e 
possuem alta velocidade de condução por serem mielinizadas. As fibras Aδ são pouco 
mielinizadas e são responsivas a extremos de temperatura e estímulos dolorosos. Os nociceptores 
podem estar associados a fibras Aδ ou fibras C, não mielinizadas, com baixa velocidade de 
condução (Treede et al., 1992; Millan, 1999).  
 
1.2 Dor inflamatória e Hiperalgesia 
Embora a percepção da dor seja sempre desagradável, a percepção dolorosa ou o 
reflexo nociceptivo são muito importantes para a preservação da integridade física dos indivíduos. 
Por outro lado, em diversas patologias, principalmente em inflamações crônicas e neuropatias, a 
dor passa a ser um sintoma indesejável que apenas prejudica o bem-estar do indivíduo (Nathan, 
2002). Um exemplo disso é a sensibilização das vias nociceptivas que acontece durante um 
processo inflamatório. Esta sensibilização consiste na diminuição do limiar para despolarização 
destes neurônios, ou seja, ocorre um aumento na probabilidade de disparos de potenciais de ação 





em resposta a um estímulo (Ferreira, 1981; Treede et al., 1992). Portanto, a sensibilização é um 
processo distinto da nocicepção propriamente dita. Enquanto que a nocicepção é a ativação das 
vias nociceptivas, isto é, o disparo de potenciais de ação, a sensibilização neuronal é um processo 
que não depende da excitação dos neurônios, mas que facilita o disparo dos potenciais de ação 
frente a um estímulo (Sandkuhler, 2009).  
Existem dois fenômenos distintos que resultam principalmente da sensibilização 
dos neurônios sensoriais primários: a hiperalgesia e a alodinia. Define-se hiperalgesia como 
um estado de intensificação da sensação dolorosa mediante uma estimulação nociva, enquanto 
alodinia é definida como a dor decorrente de um estímulo normalmente não doloroso (Hardy 
et al., 1950). Na clínica, ambos os termos hiperalgesia e alodinia são bem definidos, 
entretanto em se tratando de experimentação animal, a discriminação entre hiperalgesia e 
alodinia não é tão clara. Por isso, nosso grupo de pesquisa tem utilizado o termo hiperalgesia, 
para definir a diminuição do limiar de resposta nociceptiva do animal decorrente da 
sensibilização dos nociceptores. 
A inflamação é um evento intrinsecamente benéfico que leva reparação de danos 
nos tecidos e à restauração da função fisiológica. Além dos quatro sinais cardinais – rubor 
(vermelhidão), calor, tumor (inchaço), e dolor (dor) – a inflamação também pode ser 
caracterizada pelo subsequente recrutamento e ativação do sistema imunológico. Na fase 
aguda ocorre um rápido influxo de granulócitos sanguíneos, normalmente neutrófilos, seguido 
por monócitos que amadurecem em macrófagos inflamatórios e que, posteriormente, 
proliferam-se e afetam as funções dos macrófagos residentes (Rather, 1971; Nathan, 2002). 
No contexto da inflamação, a dor representa um sintoma clássico do processo 
inflamatório. A sensibilização dos neurônios sensoriais primários é essencial para a dor 
inflamatória. Em um processo inflamatório, são produzidos ou liberados diversos mediadores 
que podem atuar sobre os neurônios sensoriais primários, como citocinas, eicosanóides, 
bradicinina, serotonina e histamina. Em humanos, a sensibilização dos nociceptores durante 
um processo inflamatório no tecido periférico parece depender principalmente do efeito de 
prostanóides agindo diretamente nos nociceptores (Cunha et al., 1992; Ricciotti and 
Fitzgerald, 2011).  
A IL-1β é uma das principais citocinas pró-inflamatórias associadas à dor e 
hiperalgesia e foi a primeira citocina descrita como envolvida na nocicepção inflamatória 
(Ferreira et al., 1988). Agentes inflamatórios, como o CFA, carragenina ou lipopolissacarídeo 
(LPS) administrados na pata de ratos, são conhecidos por induzir a produção de citocinas 





como o TNF-α, IL-1β e IL-8 no tecido inflamado (Cunha et al., 2000; Verri et al., 2006; Ren 
and Torres, 2009). Como mediador da hiperalgesia inflamatória, a IL-1β induz a ativação de 
cicloxigenases (COX), estimulando a subsequente liberação dos produtos das reações com a 
COX, como a prostaglandina E2 (PGE2). A PGE2 é o mediador final que atua diretamente nos 
receptores neuronais do EP, aumentando a capacidade de resposta neuronal ao reduzir o 
limiar nociceptivo. A sensibilização neuronal induzida pela PGE2 constitui a principal 
característica da hiperalgesia inflamatória tanto no tecido periférico (Ferreira, 1981; Verri et 
al., 2006), quanto no sistema nervoso central (SNC) (Samad et al., 2001).  
Além sensibilização neuronal induzida pela PGE2, uma ação excitadora direta da 
IL-1β em neurônios aferentes primários também vem sendo descrita com a função de 
aumentar a excitabilidade neuronal, contribuindo para a hiperalgesia inflamatória (Cunha et 
al., 2000; Dinarello, 2018). A IL-1β atua no receptor de interleucina-1 (IL-1RI) para aumentar 
a excitabilidade neuronal através da modulação de outros receptores, como receptor de 
bradicinina 2, canais de sódio, receptores TRPV1, NMDA e GABA (Obreja et al., 2002; 
Schäfers and Sorkin, 2008; von Banchet et al., 2011). 
 
1.3 Papel do ATP Extracelular  
Além da hiperalgesia induzida por mediadores pró-inflamatórios, diversos estudos 
sugerem um papel fundamental dos receptores purinérgicos do tipo P2X no desenvolvimento da 
dor e hiperalgesia tanto no sistema nervoso central, quanto no periférico (de Oliveira Fusaro et al., 
2010; Toulme et al., 2010; Prado et al., 2013; Burnstock, 2016; Kuan and Shyu, 2016). Devido à 
camada de células satélites gliais que envolvem os corpos celulares dos neurônios, tanto no 
gânglio da raiz dorsal (DRG) quanto no gânglio trigeminal (TG), os neurônios não possuem 
contato sináptico. Assim, a comunicação intercelular nos gânglios sensoriais provavelmente 
ocorre através da exocitose somática dependente de Ca2+, e o ATP parece ser o principal 
transmissor lançado (Huang and Neher, 1996; Matsuka et al., 2001; Zhang et al., 2007; Gu et al., 
2010; Verderio and Matteoli, 2011). 
Receptores purinérgicos são aqueles que reconhecem o ATP extracelular e/ou 
outros nucleotídeos relacionados, como a adenosina, o ADP e o UTP. O conceito do ATP 
como neurotransmissor, sendo liberado por terminais sinápticos, já está bem estabelecido. O 
ATP é mais comumente liberado em conjunto com outros neurotransmissores, processo 
denominado co-transmissão, bastante estudado no sistema nervoso periférico. Além disso, o 





ATP é considerado o principal neurotransmissor liberado por nervos não adrenérgicos e não 
colinérgicos, que inervam diversas vísceras e tecidos vasculares (Burnstock, 2006, 2007a; 
Khakh and North, 2012; Lazarowski, 2012).  
Células não neuronais também podem liberar ATP de forma controlada. Um dos 
mecanismos responsáveis por esta liberação é através de exocitose vesicular. Tal mecanismo 
de liberação de ATP foi observado em células epiteliais e endoteliais (Mitchell et al., 1998; 
Bodin and Burnstock, 2001), e inclusive em células satélites gliais dos gânglios sensoriais 
(Matsuka et al., 2001; Zhang et al., 2007). O extravasamento intracelular de ATP decorrente 
da lise da membrana celular após traumas físicos, químicos ou biológicos que levam à morte 
celular, também resultam em um grande aumento nos níveis de ATP no meio extracelular 
(Burnstock, 2006). Porém parecem existir mais formas de liberação de ATP que ainda não 
estão bem esclarecidas. É possível que o ATP seja liberado também através de hemicanais 
formados por panexinas, que são moléculas semelhantes às conexinas, formadoras das 
junções comunicantes, ou gap junctions (Bao et al., 2004; Retamal et al., 2014) ou, ainda, 
através de proteínas transportadoras denominadas ATP-binding cassete (Schwiebert, 1999). 
O ATP extracelular se liga a receptores purinérgicos do tipo P2, que são 
subdivididos em receptores P2X (ionotrópicos) e P2Y (metrabotrópicos). Os receptores P1 
são ativados por adenosina e não foram tratados neste trabalho. Os receptores P2Y são 
metabotrópicos, portanto, acoplados à proteína G. Estão descritos oito subtipos deste receptor 
P2Y1,2,4,6,11,12,13 e 14. Estes receptores encontram-se geralmente acoplados a proteínas G. Os 
receptores P2X são canais não seletivos, mas que podem ter uma maior permeabilidade ao 
cálcio ou ao cloreto, dependendo do subtipo. Estão descritos sete subtipos de receptores, 
P2X1-7, sendo que a farmacologia destes é bastante complexa, principalmente porque muitas 
vezes encontram-se sob formas de homodímeros ou heterodímeros (Abbracchio, 2006; 
Burnstock, 2007a).  
 
1.4 O Papel dos Receptores Purinérgicos na Dor 
Estudos recentes indicam que os receptores do tipo P2X possuem um papel 
importante na nocicepção e na sensibilização de nociceptores por agentes inflamatórios. Os 
receptores purinérgicos do tipo P2X podem atuar tanto diretamente sobre os nociceptores, 
ativando-os e sensibilizando-os, quanto indiretamente promovendo a liberação de mediadores 
inflamatórios que, por sua vez, são capazes de sensibilizar os nociceptores (Ding et al., 2000; 





Ando et al., 2010; de Oliveira Fusaro et al., 2010; Toulme et al., 2010; Prado et al., 2013; 
Burnstock, 2016; Kuan and Shyu, 2016)  
Existem dois tipos de receptores purinérgicos que parecem ser mais importantes 
para o desenvolvimento da dor inflamatória: os receptores P2X3 / P2X2/3, presentes nos 
nociceptores, e os receptores P2X7, presentes em células de origem imune e células da glia. 
Os receptores P2X3,2/3 são encontrados no gânglio da raiz dorsal e no gânglio trigeminal  em 
neurônios de pequeno e médio diâmetro, comumente associados a fibras C e Aδ, 
respectivamente (Petruska et al., 2000; Dunn et al., 2001; Ambalavanar et al., 2005). Foi 
verificado que a aplicação do agonista de P2X α,β-metileno ATP (αβmeATP) na pata de ratos 
induz dor espontânea e hiperalgesia mecânica e térmica (de Oliveira Fusaro et al., 2010; 
Fabbretti, 2013; Prado et al., 2013).  
Embora os receptores neuronais P2X3 sejam conhecidos para mediar processos 
nociceptivos em neurônios aferentes primários (Oliveira et al., 2009; de Oliveira Fusaro et al., 
2010; Fabbretti, 2013; Krimon et al., 2013; Prado et al., 2013), a função dos receptores 
purinérgicos nos gânglios sensoriais, por exemplo, os receptores gliais P2X7 (P2X7R), ainda 
não é totalmente compreendida. A distribuição destes receptores é bastante diversa, podendo 
ser encontrado em quase todos os órgãos, em ratos geralmente são encontrados em altos 
níveis no cérebro neonatal e de adultos, em neurônios do núcleo olfativo, células piramidais 
do hipocampo, oligodendrócitos, microglia, medula óssea e macrófagos (Sperlagh et al., 
2006; Volonte et al., 2012). O receptor P2X7 tem características peculiares que o diferem dos 
demais receptores P2X. Este receptor é ativado por concentrações altas de ATP e após um 
estímulo sustentado induz a formação de um poro na membrana celular que é permeável a 
solutos hidrofílicos de peso molecular até 900 Da. Se esta estimulação é prolongada, entre 15 
e 30 minutos, a maioria das células entra em apoptose (Surprenant et al., 1996; Di Virgilio, 
2007; Skaper et al., 2010; Sorge et al., 2012; Khadra et al., 2013).   
Um dos fatores limitantes no estudo do papel de receptores purinérgicos na dor 
inflamatória é falta de seletividade dos agonistas disponíveis.  O agonista seletivo 20,30-O-(4-
benzoylbenzoyl)-ATP (BzATP), apesar de ser mais potente que o ATP em ativar receptores 
P2X7, também pode ativar receptores P2X1 e P2X3 (Bianchi et al., 1999; Burnstock, 2007b). 
Porém, do ponto de vista dos antagonistas, existe um novo composto com alto grau de 
seletividade para bloquear competitivamente os receptores P2X7, o A-740003. O A-740003 é 
capaz de bloquear o influxo de cálcio, a formação de poros na membrana celular e a liberação de 
IL-1β mediados pelo receptor P2X7. Além disso, o A-740003 se mostrou mais eficaz em bloquear 





o influxo de cálcio intracelular induzido pelo BzATP tanto em ratos e camundongos, quanto em 
humanos (Honore et al., 2006; Donnelly-Roberts and Jarvis, 2007; Carroll et al., 2009; Donnelly-
Roberts et al., 2009). 
Um estudo utilizando camundongos knockout que não expressam o receptor P2X7 
mostrou que este possivelmente tem um papel fundamental na dor de origem inflamatória e 
neuropática (Chessell et al., 2005). Camundongos knockout para o receptor P2X7 não 
apresentavam hiperalgesia mecânica ou térmica após indução de neuropatia por ligação parcial do 
nervo ciático e não apresentavam hiperalgesia após indução de inflamação pela administração 
intraplantar de Adjuvante Completo de Freund (CFA). Os animais deficientes do receptor 
purinérgico também apresentavam níveis mais baixos de IL-1β quando comparados aos animais 
controle. Também em humanos, o mesmo trabalho demonstrou que o receptor P2X7 tem sua 
expressão aumentada em células da glia no gânglio da raiz dorsal de pacientes que sofrem de dor 
neuropática.  
Embora exista receptor P2X7 em células satélites do gânglio da raiz dorsal 
(Kobayashi et al., 2005; Zhang et al., 2005; Chen et al., 2012), o papel deste receptor no gânglio 
da raiz dorsal ainda é pouco compreendido. Tem sido sugerido que a ativação de receptores P2X7 
em células satélites é responsável por induzir uma inibição tônica da expressão dos receptores 
P2X3 neuronais, apresentando portanto um efeito anti-hiperalgésico (Chen et al., 2008, 2012). Por 
outro lado, um papel pró-hiperalgésico destes receptores P2X7 foi evidenciado pelo fato de uma 
variação genética do receptor P2X7 comprometer a formação de poros na membrana celular, 
associada a uma menor sensibilidade à dor crônica observada tanto em camundongos quanto em 
humanos (Sorge et al., 2012). Ainda, evidências crescentes sugerem a participação desses 
receptores na comunicação intercelular nos gânglios sensoriais (Chen et al., 2012; Hanani, 2012; 
Huang et al., 2013). 
 
1.5 Receptor P2X7 e a Interleucina-1 beta 
A ativação de receptores P2X7 por ATP em células da glia pode induzir a liberação de 
citocinas. Em especial, estudos indicam que a ativação de receptores P2X7 por ATP é um passo 
essencial para a maturação e liberação de IL-1β (Chessell et al., 2005; Ferrari et al., 2006; Clark et 
al., 2010; Stoffels et al., 2015). A interleucina-1 beta (IL-1β) é sintetizada inicialmente na forma 
de uma pró-citocina com peso molecular de 31 kDa. Essa pró-citocina é acumulada no citoplasma 
até que um segundo estímulo promova a quebra da pró-citocina e liberação da molécula ativa de 





17 kDa. Esta maturação ocorre através da ativação de caspase-1 que, por sua vez, é controlada por 
um complexo de proteínas denominado inflamassoma (Ferrari et al., 2006; Brough and Rothwell, 
2007; Garlanda et al., 2013). Em experimentos realizados in vitro observa-se que apenas uma 
fração <10% da IL-1β produzida por monócitos ativados é liberada no meio extracelular, sendo 
que o restante acumula-se no citoplasma (Dinarello, 2004). Em contraste, grandes quantidades de 
IL-1β são liberadas após ativação do receptor P2X7 por ATP em culturas de  macrófagos, células 
de Schwan, astrócitos e microglia (Colomar et al., 2003; Rampe et al., 2004; Ferrari et al., 2006; 
Clark et al., 2010; Monif et al., 2010). O mecanismo responsável pela ligação entre a ativação de 
receptores P2X7 e maturação e liberação de IL-1β ainda não está completamente elucidado, mas 
sabe-se que este efeito depende da ativação da caspase-1 (Brough and Rothwell, 2007) e de canais 
formados por panexinas (Di Virgilio, 2007).   
 A IL-1β é uma das citocinas centrais no controle da resposta inflamatória. No caso da 
hiperalgesia inflamatória, a IL-1β tem especial importância, visto que essa citocina pró-
inflamatória é responsável por ativar as enzimas cicloxigenases que irão produzir os prostanóides 
capazes de sensibilizar os nociceptores. Recentemente nosso grupo demonstrou que o aumento da 
expressão de COX no gânglio da raiz dorsal e o consequente aumento local da síntese e liberação 
de prostaglandinas são essenciais para o desenvolvimento da hiperalgesia durante uma inflamação 




Com relação ao sistema nervoso central, diversos estudos apontam para um papel 
das células da glia no desenvolvimento da dor inflamatória e neuropática (Watkins and Maier, 
2003; Graeber and Streit, 2010; Ji et al., 2013; Magni and Ceruti, 2014; Stern, 2016), poucos 
estudos avaliam a participação das células satélite na dor e hiperalgesia. Foram observadas 
alterações morfológicas destas células gliais em modelo de dor neuropática em ratos (Fenzi et al., 
2001; He et al., 2012). Alterações na expressão da proteína GFAP (glial fibrilary acidic protein) 
têm sido usadas como um indicativo da ativação de células gliais. Assim, foi demonstrado que, 
no sistema nervoso central, a liberação de IL-1β por astrócitos depende da ativação de receptores 
P2X7 e que esta liberação é importante para a dor induzida por administração de LPS por via 
intratecal (Clark et al., 2010). No sistema nervoso periférico, entretanto, não são conhecidas as 
alterações funcionais decorrentes da ativação das células satélite, assim como também são 





desconhecidos os mediadores responsáveis por esta ativação. Por outro lado, estudos recentes 
sugerem a participação de células satélites na dor de origem inflamatória (Cherkas et al., 2004; 
Huang et al., 2005; Araldi et al., 2013).  
Indução da inflamação local por agentes como o adjuvante completo de Freund 
(CFA), ou carragenina, tem sido amplamente utilizado para o estudo da hiperalgesia 
inflamatória (Ferreira et al., 1978; Raghavendra et al., 2004; Dublin and Hanani, 2007; Kwon 
et al., 2013). Foi verificado que a inflamação induzida por CFA leva ao acoplamento de 
células da glia do gânglio sensorial, através de um aumento de junções comunicantes, ou “gap 
junctions”, conectando diferentes células satélites (Dublin and Hanani, 2007; Kim et al., 
2016). Também foi observado que a ativação de células satélites pode ocorrer após injúria do 
nervo isquiático e que algumas dessas células tornam-se imunorreativas para TNF-α, 
sugerindo que as células satélites sintetizam essa citocina (Ohtori et al., 2004). 
 Inflamação na pele da face de ratos induzida por injeção de CFA ativa células 
satélites do gânglio trigeminal com aumento de GFAP e produção de IL-1β (Takeda et al., 
2007). Essa produção de IL-1β no gânglio trigeminal parece importante para o aumento de 
excitabilidade dos neurônios nociceptivos. Dados ainda não publicados do nosso grupo 
mostraram que também a injeção de CFA na pata de ratos induz a produção de IL-1β no 
gânglio da raiz dorsal (L5) e que a hiperalgesia é reduzida pela administração ganglionar do 
antagonista IL-1Ra. 
Visto que a ativação de receptores P2X7 parece essencial para a síntese e liberação 
de IL-1β (Ferrari et al., 2006) e que as células satélite dos gânglios sensoriais possuem 
receptores P2X7 e podem produzir IL-1β (Zhang et al., 2005), então é possível que ativação 
de receptores P2X7 nos gânglios sensoriais seja relevante para o desenvolvimento da 
hiperalgesia inflamatória do tecido periférico. Esta ideia é ainda reforçada pelo fato de que a 
excitação de neurônios nociceptivos do gânglio da raiz dorsal in vitro pode levar à liberação 
de ATP pelos corpos celulares destes neurônios, o qual pode atuar ativando receptores P2X7 
nas células satélites encontradas ao redor destes neurônios (Matsuka et al., 2001; Zhang et al., 












Compreender o papel dos receptores P2X7 das células satélites dos gânglios 
sensoriais na hiperalgesia induzida por inflamação do tecido periférico. A hipótese que está 
sendo testada é a de que o ATP liberado no gânglio da raiz dorsal, durante uma inflamação do 
tecido periférico, promove a liberação de IL-1β no gânglio da raiz dorsal através da ativação 
de receptores P2X7 presentes nas células satélites.  
 
3.1 Objetivos Específicos  
✓ Identificar os tipos celulares que expressam receptores P2X7 e IL-1β no DRG. 
✓ Caracterizar funcionalmente os receptores P2X7 presentes no DRG de ratos. 
✓ Avaliar a participação dos receptores P2X7 presentes no DRG na hiperalgesia 
de origem inflamatória. 
✓ Avaliar a participação dos receptores P2X7 na ativação das células satélites 
durante o processo inflamatório. 
✓ Avaliar o papel das células satélites e dos receptores P2X7 na síntese e 
liberação de IL-1β no DRG durante o processo inflamatório.  
 
  




4. ESTRATÉGIA EXPERIMENTAL  
 
4.1 Caracterização histológica e funcional dos receptores P2X7 presentes nos gânglios da 
raiz dorsal de ratos.  
A caracterização histológica dos receptores P2X7 expressos nas células satélites 
gliais (SGC) dos gânglios da raiz dorsal de ratos foi realizada através de imunofluorescência 
utilizando anticorpo específico para o receptor P2X7. Os tipos celulares de interesse foram 
localizados através de anticorpos contra glutamina sintetase, enzima presente apenas em 
células satélites, e contra TRPV1, um receptor característico de neurônios nociceptivos, 
sobretudo das fibras do tipo C. 
A caracterização funcional dos receptores P2X7 expressos nas células satélites 
gliais (SGC) dos gânglios da raiz dorsal de ratos foi realizada através da avaliação das 
variações de concentração do cálcio intracelular (Δ[Ca2+]i) em culturas primárias de gânglios 
da raiz dorsal induzidas pelo agonista de receptor P2X7 BzATP. A comprovação do efeito do 
ATP sobre receptores P2X7 foi feita através do tratamento prévio das culturas com o 
antagonista seletivo do receptor P2X7 A-740003.  
 
4.2 Avaliação da participação dos receptores P2X7 presentes nos gânglios sensoriais na 
hiperalgesia de origem inflamatória.  
Foram realizados ensaios comportamentais para avaliar a hiperalgesia mecânica 
induzida por injeção de CFA, Carragenina, IL-1β e PGE2 na pata traseira de ratos. A 
participação dos receptores P2X7 nesse processo foi avaliada através do efeito da injeção 
ganglionar do antagonista seletivo do receptor P2X7 A-740003 imediatamente antes dos 
estímulos inflamatórios periféricos. Também foram realizados experimentos com o 
oligonucleotídeos antisense contra o P2X7, injetados no gânglio da raiz dorsal durante os 
quatro dias prévios ao estímulo inflamatório do CFA. 
 





4.3 Avaliação da ativação de células satélites e da participação dos receptores P2X7 na 
ativação destas células durante o processo inflamatório.  
A ativação de células satélites foi avaliada através do aumento da expressão da 
proteína acídia fibrilar glial (GFAP). Este aumento de expressão foi avaliado nos gânglios da 
raiz dorsal através de imunofluorescência em animais controle ou tratados com CFA no tecido 
subcutâneo intraplantar. A influência do receptor P2X7 sobre a ativação de células satélites foi 
avaliada através do tratamento ganglionar com antisense ODN contra o receptor P2X7.   
 
4.4 Avaliação do papel das células satélites e dos receptores P2X7 na síntese e liberação 
de IL-1β nos gânglios sensoriais durante o processo inflamatório.  
Foram realizados experimentos in vitro utilizando culturas primárias de células 
satélites isoladas de gânglios da raiz dorsal para avaliar o efeito do agonista de P2X7, BzATP, 
sobre os níveis de IL-1β presente nos lisados celulares das culturas (intracelular) e nos 
sobrenadantes das culturas (liberada). 
A participação das células satélites na produção de IL-1β foi avaliada através de 
imunofluorescência, assim como descrito anteriormente (Takeda et al., 2007). A participação 
dos receptores P2X7 na produção de IL-1β in vivo foi avaliada nos gânglios da raiz dorsal 
através de imunofluorescência nos experimentos onde o estímulo inflamatório foi 








5. MATERIAL E MÉTODOS 
5.1 Animais 
Foram utilizados ratos Wistar machos (100 - 200 g) provenientes do Centro 
Multidisciplinar para Investigação Biológica da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB 
– UNICAMP). Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Biologia 
Estrutural e Funcional – UNICAMP em gaiolas plásticas (máximo de 5 por gaiola) contendo 
maravalha, em ambiente com temperatura e luminosidade controladas (ciclos claro/escuro de 
12 horas) e acesso à água e comida ad libitum até o dia do experimento.  
Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética no 
Uso Animal da Universidade Estadual de Campinas (protocolo número 3022-1) e seguiram de 
acordo com as normas de ética estabelecidas para experimentação com animais acordados, 
recomendadas pela IASP (International Association for the Study of Pain) (Zimmermann, 
1983).  
 
5.2 Cultura de células do gânglio da raiz dorsal  
As culturas de células mistas do DRG foram realizadas conforme protocolo 
descrito por Linhart et al. (2003). Ratos Wistar machos (100 g) foram eutanasiados por 
decapitação e os gânglios da raiz dorsal da região lombar e torácica foram removidos (16 a 20 
gânglios por animal), dissecados e colocados em solução salina de Hank’s estéril com 10 mM 
de tampão HEPES. As células foram dissociadas por incubação a 37oC por 75 minutos em 
solução salina de Hank’s contendo 0,28 U/ml de colagenase (tipo 2, Sigma) e depois por 12 
minutos em solução contendo 0,25 mg/ml de tripsina. Os gânglios foram lavados em meio 
DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado, 2 mM de glutamina, 50 U/ml 
de penicilina e 50 mg/ml de estreptomicina. As células foram dissociadas mecanicamente e 
contadas em “trypan blue” para determinar a viabilidade celular. As células então foram 
cultivadas em placas cobertas com Matrigel e mantidas em atmosfera de 5% CO2 a 37
oC com 
o mesmo meio de cultura já descrito. Os experimentos foram realizados após 72 horas.  
 
5.3 Avaliação da dinâmica de cálcio intracelular  
As placas de cultura de células dos gânglios da raiz dorsal foram lavadas em 
tampão Hanks contendo 10mM de HEPES (pH 7,4) e incubadas com 10 M do indicador de 
cálcio intracelular Fluo-3 AM. Após 60 minutos de incubação com o indicador para cálcio (no 




escuro, em temperatura ambiente) as placas foram lavadas três vezes e mantidas com o 
tampão. As drogas foram administradas diretamente no tampão em concentração 10 vezes 
superior à concentração final desejada e a dinâmica de cálcio intracelular foi gravada por até 3 
minutos após a adição do agonista. 
A fluorescência foi excitada a 506 nm e a fluorescência emitida pelas células (a 
526 nm) aumentou de acordo com o aumento de cálcio intracelular. Para a análise, foram 
obtidas séries temporais de imagens a cada segundo através de microscopia confocal. Os 
dados são mostrados como (ΔF/F0), ou seja, a variação de intensidade de fluorescência (ΔF = 
F-F0) dividida pela fluorescência basal (F0) de forma a normalizar as variações de 
concentração do indicador fluorescente nas células. Cada imagem representativa de um 
campo da cultura apresentou de 20 a 40 células satélites responsivas, por isso a análise pode 
ser feita de várias células simultaneamente.  
 
5.4 Teste de pressão crescente: von Frey eletrônico  
A avaliação da hiperalgesia mecânica na pata de ratos foi realizada pelo método de 
pressão crescente previamente descrito por (Moller et al., 1998). Resumidamente, este método 
utiliza um anestesiômetro eletrônico (Insight, Ribeirão Preto, Brasil). Este aparelho é 
composto de um transdutor de pressão ligado por um cabo a um detector digital de força, a 
qual é expressa em gramas. Ao transdutor é adaptada uma ponteira Universal Tips 10μL (T-
300, Axygen) que estimula diretamente a pata do animal. O experimentador foi treinado a 
aplicar a ponteira em angulo reto na região central da pata traseira do animal com uma 
pressão gradualmente crescente, o qual provoca uma resposta de flexão característica com 
retirada da pata. O estímulo então é interrompido após a observação da resposta característica, 
descrita acima. Foram realizadas cinco medidas distintas para cada animal, sendo calculada a 
média aritmética das medidas. A intensidade de hiperalgesia é quantificada como a variação 
na pressão (Δ de reação em gramas), obtida subtraindo-se o valor observado antes do 
procedimento experimental (0 hora) do valor de reação (após a administração dos estímulos 
que variam de acordo com o experimento). Durante os experimentos os animais foram 
mantidos em caixas acrílicas medindo 12 x 100 cm por 17 cm de altura, com assoalho 
formado por uma rede de malhas, medindo cerca de 5mm2, constituída de arame não maleável 
de 1mm de diâmetro. Essas caixas foram mantidas a 25 cm da superfície de uma bancada, de 
maneira que permitiu a estimulação da pata traseira dos animais. Antes do início dos 
experimentos os animais permaneceram nessas caixas por 20 minutos para a adaptação. 





5.5 Indução da Hiperalgesia Mecânica  
A inflamação unilateral foi induzida pela injeção de adjuvante completo de Freund 
(CFA, 50 µL), carragenina (100 µg/pata), IL-1β (0.5 pg/pata) ou PGE2 (100 ng/pata) 
administrados intraplantar na pata traseira direita dos ratos. Para isso uma agulha hipodérmica 
26G (0,45mm x 13mm) foi inserida no tecido subcutâneo da superfície plantar da pata que 
corresponde à área do gânglio da raiz dorsal (DRG) no nível L5 (campo periférico da L5) 
(Araldi et al., 2013). Neste mesmo lugar foi aplicado o estímulo mecânico do teste do von 
Frey eletrônico. 
 
5.6 Injeção de drogas por via ganglionar  
As injeções foram realizadas diretamente no gânglio da raiz dorsal a nível L5, 
ipsilateral ao estímulo inflamatório, de acordo com o protocolo descrito por (Ferrari et al., 
2007). Resumidamente, após tricotomizar o pelo da região inferior das costas, os ratos foram 
colocados sob uma leve anestesia de Halotano (2-3%) e deitados sobre um pequeno cilindro 
para elevar a região lombar. A injeção ganglionar (DRG-L5) foi realizada utilizando um 
cateter PE-10 de 30cm (diâmetro interno 0,28mm e diâmetro externo 0,61mm) calibrado de 
maneira que cada 25mm correspondem a um volume injetado de 1 μL, acoplado a uma agulha 
gengival 30G (0,30mm x 25mm). Movimentos delicados da agulha foram realizados até o 
momento em que é observado um reflexo de flinch na pata ipsilateral. O flinch foi usado como 
um sinal de que a ponta da agulha penetrou a inserção distal do nervo DRG-L5. Nesse 
instante foram injetados um volume de 5 μL das soluções. 
O antagonista seletivo do receptor P2X7, o A-740003 (Honore et al., 2006), foi 
diluído em uma solução veículo contendo 10% de dimetilssulfóxido (DMSO), 10% de 
propilenoglicol e 80% de solução fisiológica (NaCl 0,9%) e injetado na região DRG-L5 nas 
doses 0.01, 0.1 e 1.0 mM/5 µL imediatamente antes da injeção intraplantar de CFA. O ODN 
antisense contra o receptor P2X7 (sequência: 5’-TTT CCT TAT AGT ACT TGG C-3’) ou seu 
respectivo controle mismatch (sequência: 5’-TTC CGT TAA AGA AGT AGG C-3’) foram 
diluídos em solução fisiológica (NaCl 0,9%) e injetados na região DRG-L5 na dose 30 μg/5 
μL/dia durante os quatro dias prévios ao estímulo inflamatório do CFA. 
 




5.7 Imunofluorescência  
Foram retirados os gânglios sensoriais de animais anestesiados com Ketamina (i.p. 
85mg/kg) e Xilazina (i.p. 10mg/kg) seguido pela perfusão cardíaca com solução salina de 
NaCl 0,9% (200mL) e paraformaldeído 4% (PFA, 300mL). Estes gânglios foram então pós-
fixados por 1 hora em PFA 4% e desidratados em solução de sacarose 30% por 48 horas, ou 
até que os gânglios afundassem na solução. Foram feitos cortes de 14μm em criostato 
utilizando lâminas gelatinizadas.  
Os tecidos foram incubados por 30 minutos em PBS contendo Glicina (0,1M) para 
inativar os aldeídos livres presentes no PFA. Foi realizado um bloqueio com Albumina Sérica 
Bovina (BSA) 2% e permeabilização com Triton X-100 0,2% por 1 hora e os anticorpos 
primários foram incubados em solução PBS contendo Triton X-100 0,1% e BSA 1% por duas 
horas em temperatura ambiente ou overnight a 4°C, dependendo do anticorpo. Após 
incubação, os tecidos foram lavados uma vez por 5 minutos com a mesma solução usada para 
incubação do anticorpo primário e em seguida lavados 5 vezes por 5 minutos com PBS. Os 
anticorpos secundários foram incubados por 1 hora em solução igual à utilizada para 
incubação dos anticorpos primários. Após a incubação, os cortes ou culturas foram então 
lavados 5 vezes por 5 minutos em PBS. Ao final, os tecidos foram incubados por 10 minutos 
com 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; 0.25μg/mL; SIGMA; D9542) diluído em PBS e as 
lâminas foram montadas em fluoromount e fechadas com esmalte para unhas. As imagens 
foram inicialmente observadas em microscópio de fluorescência comum e depois fotografadas 
com objetivas de 20x ou 40x em microscópio confocal Zeiss LSM 780-NLO (Carl Zeiss AG, 
Germany). 
 
5.8 Anticorpos utilizados  
Para a caracterização histológica por imunofluorescência da Etapa 4.1 foram 
utilizados os anticorpos primários: anti-P2X7R (1:1000 a 1:100, rabbit policlonal; Abcam 
ab77413) anti-P2X7R (1:200, rabbit policlonal; Alomone Labs APR-004), anti-TRPV1 
(1:100, goat policlonal; R&D System AF3066) e anti-glutamina sintetase (1:200, mouse 
monoclonal; Millipore MAB302). Para a imunofluorescência das Etapas 4.3 e 4.4 foram 
utilizados os anticorpos primários anti-GFAP (1:100, mouse monoclonal; G3893) e anti-IL-1 
beta (1:100, goat policlonal; R&D System AF-501-NA), respectivamente. Os anticorpos 
secundários foram obtidos da Invitogen e utilizados da seguinte maneira em todos os 




experimentos: anti-rabbit Alexa 488 (1:1000, donkey; A21206), anti-goat Alexa 633 (1:1000, 
donkey; A21082) e anti-mouse Alexa 546 (1:1000, donkey; A10036).  
 
5.9 Quantificação da Imunofluorescência 
A quantificação foi realizada utilizando o software de domínio público ImageJ 
(versão 1.47, National Institute of Health, USA). Foi analisada a densidade integrada de pixels 
(soma dos valores de tons de cinza de cada pixel em uma determinada área) de cinco áreas 
circulares em cada corte (4-5 cortes/animal). Então, um valor médio da densidade integrada 
de pixels foi calculado para cada animal (5 animais/grupo). Por fim, os valores de densidade 
integrada de pixels dos três grupos foram normalizados subtraindo-se dos valores da 
densidade integrada de pixels encontrados no controle da imunofluorescência (marcação 
utilizando apenas anticorpos secundários).  
 
5.10 Cultura de células satélites isoladas  
A cultura predominante de células satélites foi obtida seguindo protocolo descrito 
por England et al. (2001).Culturas primárias de gânglios sensoriais foram mantidas em estufa 
(5% CO2 a 37°C) por três dias, sendo o meio trocado uma vez ao dia. No 4º dia as placas 
continham um tapete confluente de células satélites e neurônios, das quais o meio foi retirado 
e instantaneamente trocado por 1 mL de meio novo. Nesse momento, foi realizada a 
dissociação mecânica por movimentação repetitiva do novo meio de cultura, utilizando uma 
pipeta Pasteur de vidro, para gentilmente desprender as células das placas. A suspensão de 
células obtida foi coletada em microtubos e levada para centrifugação (5 min a 3000 G). Após 
a centrifugação, o sobrenadante é adicionado a novas placas de culturas na ausência do 
Matrigel, o que impede a adesão dos neurônios. As novas culturas de células satélites isoladas 
foram então mantidas em estufa (5% CO2 a 37°C) por uma semana ou até que as SGC tenham 
proliferado o suficiente para cobrir a superfície 
 
5.11 Tratamentos da cultura de células satélites e homogeneização dos gânglios para a 
avaliação dos níveis de IL-1β  
Para a indução da síntese de IL-1β, foi utilizado um protocolo adaptado de 
Colomar et al. (2003) e Rampe et al. (2004), que realizaram a dosagem de IL-1β em culturas 
de células de Schwann, microglia e macrófagos. No momento em que as placas continham 




uma camada confluente de células satélites, o meio das culturas foi retirado e trocado por 160 
µL de meio novo (DMEM completo, como descrito anteriormente) na ausência ou na 
presença de LPS (1 µg/mL) e incubadas por 24 h em estufa (5% CO2 a 37°C). Após 24 h, em 
algumas culturas foi adicionado 20 µL de meio novo e nas demais 20 µL do antagonista de 
P2X7R diluído em meio de cultura em concentração 10 vezes superior à concentração final 
desejada (A74003, solução estoque 10 µM para uma concentração final de 1 µM) e incubou-
se por 15 min na estufa. Em seguida, foi adicionado às culturas 20 µL de meio novo com ou 
sem o agonista de P2X7R diluído em concentração 10 vezes superior à concentração final 
desejada (BzATP, solução estoque 1 mM para uma concentração final de 100 µM) e incubou-
se por mais 30 min na estufa. Após a estimulação pelo agonista, o meio das culturas foi então 
coletado e misturado a inibidores de protease (10mM de EDTA e 20Kl/mL de aprotinina), 
para evitar a degradação de proteínas. Imediatamente após a coleta, o meio foi congelado em 
nitrogênio líquido e estocado a -80ºC até o seu uso para a avaliação dos níveis de IL-1β. 
Imediatamente após a coleta dos meios, as culturas foram submetidas a 200 µL de 
uma solução de lise celular de Tampão Fosfato Salina (PBS) contendo 0,1% de Triton X-100 
e inibidores de protease (10mM de EDTA e 20Kl/mL de aprotinina) para obtenção dos lisados 
celulares. Os detritos celulares foram então removidos por centrifugação (10.000 RPM / 15 
min a 4ºC) e o sobrenadante coletado dos lisados celulares foi imediatamente congelado em 
nitrogênio líquido e estocado a -80ºC até o seu uso para a avaliação dos níveis de IL-1β. A 
concentração de IL-1β (ambas as formas pró-citocina e madura) secretada no meio de cultura 
e a existente intracelularmente nos lisados celulares foram quantificadas por ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay). 
Para os experimentos in vivo, cada gânglio foi homogeneizado em 200 μL de 
solução Tampão Fosfato Salina (PBS) contendo: 0,4M de NaCl, 0,05% de Tween 20, 0,5% de 
albumina bovina sérica (BSA), 0,1mM de fenil-metil-sulfonil fluoride, 0,1mM de benzotônico 
cloride, 10mM de EDTA e 20Kl/mL de aprotinina (Sigma). Após a homogeneização, as 
amostras dos gânglios foram centrifugadas (10.000 RPM / 15 min a 4ºC). O sobrenadante 
coletado foi imediatamente congelado em nitrogênio líquido e estocado a -80º C até o seu uso 
para a avaliação dos níveis de IL-1β por ELISA. 
 




5.12 Avaliação dos níveis de produção e liberação de IL-1β por ELISA  
O protocolo descrito a seguir foi utilizado tanto nos gânglios quanto nas culturas 
utilizando kit DuoSet ELISA para interleucina 1 beta (IL-1β) de ratos (R&D Systems, 
DY501), cuja sensibilidade é de 62.50 - 4,000 pg/mL.  
Placas de 96 poços foram incubadas por toda à noite a 4ºC com anticorpos contra 
as proteínas de interesse (10 g/mL). No dia seguinte, as placas foram lavadas e incubadas 
por 1 hora em temperatura ambiente com uma solução a 1% de albumina bovina no intuito de 
evitar ligações inespecíficas. Após esse bloqueio e lavagem das placas, a curva-padrão em 
várias diluições ou as amostras (em duplicatas) foram adicionadas e incubadas por 2 h em 
temperatura ambiente. As placas foram lavadas três vezes com tampão e os anticorpos 
policlonais biotinilados contra IL-1 de rato, diluídos 1:2000, foram adicionados 
(100L/poço). Após incubação em temperatura ambiente por 2 horas, as placas foram lavadas 
e 100L de Steptoavidina-HRP diluída 1:200 foram adicionados. Em seguida (vinte minutos 
após), as placas foram lavadas novamente e 100L de reagente colorido (H2O2 + 
Tetramethylbenzidine) foram adicionados e as placas foram mantidas no escuro, em 
temperatura ambiente, por 20 minutos. A reação enzimática foi interrompida com 50L de 
H2SO4 (2M) e as absorbâncias foram determinadas em 450 nM. Os resultados foram obtidos 
comparando a densidade óptica com as densidades da curva-padrão. 
 
5.13 Extração do RNA para Análise de PCR-Quantitativo 
Materiais plásticos e soluções livres de RNAse foram usados em todo 
procedimento. No momento do processamento, foi acrescentado 125 μL de reagente Trizol 
(Gibco - Invitrogen Corporation, Grand Island, NY, USA) nas amostras de DRG-L5 para a 
extração do RNA total. Foram transcritos 500 ng do RNA total através da enzima 
transcriptase reversa Superscript II (Gibco - Invitrogen Corporation, Grand Island, NY, USA). 
O DNA complementar assim obtido foi usado para amplificação específica do RNA 
mensageiro de interesse (receptor P2X7 e IL-1β). 
 
 5.14 Real Time Polymerase chain reaction (PCR-Quantitativo) 
A expressão quantitativa de RNAm foi analisada por meio de reações de PCR em 
Tempo Real, utilizando-se o sistema SYBRGreen em aparelho ABI5700 (Applied 
Biosystems, Warrington, Reino Unido). Para as reações de PCR em Tempo Real, foram 




utilizados 12,5 μL do reagente SYBRGreen Master Mix (Applied Biosystems), que contém 
fluoróforo SYBRGreen 1; enzima polimerase AmpliTaq Gold; DNTPs com dUTP; fluoróforo 
ROX, utilizado como referência passiva para normalização dos níveis de fluorescência; e os 
demais componentes de tampão, já devidamente otimizados, 5 μL da solução de DNAc 
(sintetizado como previamente descrito), 3,5 μL de água MiliQ tratada com DEPC, e 4 μL da 
solução contendo cada primer (0,1 μg/μL - a partir de uma solução stock, na qual cada primer 
se encontra na concentração de 5 μg/μL). A reação de amplificação compreende basicamente 
2 minutos a 50ºC, 10 minutos a 95ºC, e quarenta ciclos de 15 segundos a 95ºC e 1 minuto a 
60ºC, além de um ciclo final de vinte minutos, com temperatura crescente de 60 a 95ºC, 
empregada para a obtenção de uma curva de dissociação dos produtos da reação, utilizada 
para a análise da especificidade de amplificação. Previamente, as reações de PCR em Tempo 
Real foram otimizadas com relação às concentrações ideais de cada par de primers e 
temperatura de anelamento, de modo a maximizar eficiência e a especificidade de 
amplificação. O sistema utilizado realiza as reações de amplificação e detecção, e quantifica 
as amostras (termociclador ABI5700 associado ao Software ABI Prism, Applied Biosystems) 
por meio da análise do nível de fluorescência gerado pela incorporação de nucleases 
fluorogênicas (SYBRGreen 1) aos produtos de amplificação durante o curso da reação. 
Os resultados foram analisados com base no valor de Ct (cicle threshold – ou ciclo 
limiar), sendo este o ponto correspondente ao número de ciclos onde a amplificação das 
amostras atinge um limiar (determinado entre o nível de fluorescência dos controles negativos 
e a fase de amplificação exponencial das amostras) que permite a análise quantitativa da 
expressão do fator avaliado. As amostras foram processadas em triplicata e uma análise 
de melting foi realizada em cada amostra. A determinação da expressão gênica relativa foi 
realizada através do método 2-∆∆Ct. Todas as amostras também foram submetidas a reações 
para a detecção de RNA mensageiro para um index de genes endógenos controles (Arfgef1, 
G3bp2, Mtm8, Ppp1cc, Serpinb6) utilizados para a normalização dos níveis de expressão dos 
genes alvos. Uma amostra negativa (água RNase free) foi submetida à reação com cada par 
das sequencias dos primers utilizados. 
Os primers utilizados neste trabalho (Tabela 1) foram desenhados usando o 
software Primer3 disponível no site da NCBI’s Pick Primer tool 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). Quando possível, os primers foram desenhados 
entre exons e a especificidade aos genes de interesse foi validada por comparação com o 




genoma de rato usando a ferramenta BLAST tool do site da NCBI 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast).  
 
Table 1 – Primer Sequences used in qPCR 
Gene Sequência Forward  5´- 3´ Sequência Reverse 5´- 3´ 
P2rx7 AGTCCCTGTTCCCTGGCTACAACT GGATGTCAAAACGCACGCCGAAGG 
I l1b TGCTAGTGTGTGATGTTCCC AGCACGAGGCATTTTTGTTG 
Arfgef1 CAACAGGTTTAAAGCTCACGCA TCCTGTTCAGGTGGTTGTGA 
G3bp2 ACCACAAGCGGAGGAGAAAC CATCAACCCTTGGCTTTGGC 
Mtmr8 GTGCATTGACAGGGAAGGTG GCCACTCTCGCTCTATCAGG 
Serpinb6 GAGTCTAGGGTACGTTCTGCTG TCCATGATGGTGAACCTGCCC 
 
 
5.15 Análises Estatísticas 
Nos ensaios comportamentais, os resultados são expressos como média ± erro padrão 
da média de pelo menos 5 animais por grupo. Nos ensaios in vitro para avaliação da dinâmica 
de cálcio intracelular os resultados são expressos como variação da fluorescência em relação à 
fluorescência basal, nos quais são comparadas as médias dos valores máximos obtidos da 
variação de fluorescência. A análise dos resultados foi realizada pelo Teste t, quando apenas 
duas médias foram comparadas, ou por análise de variância (ANOVA), quando mais de duas 
médias foram comparadas. ANOVA de uma via ou duas vias foi realizada conforme o número 
de parâmetros comparados para cada experimento. Quando o nível de significância de P  
0,05 indicou diferença estatística entre as médias testadas, foi utilizado o Teste Bonferroni 








6. RESULTADOS  
 
6.1 Participação dos receptores P2X7 presentes no DRG na hiperalgesia de origem 
inflamatória  
6.1.1 Padronização e Caracterização do estímulo inflamatório induzido por CFA 
 
Foram testadas diferentes doses e diluições do adjuvante completo de Freund 
(CFA), administrado via intraplantar em ratos, de acordo com a literatura, para a realização do 
von Frey eletrônico. Utilizando uma dose de 100 μL de CFA puro, foi observado um forte 
edema (vermelhidão e inchaço acentuados) na pata e frequentemente houve reflexos de dor 
espontânea, o que dificultou significativamente a realização do teste comportamental. 
Diminuindo a dose para 50 μL de CFA puro, o edema observado na pata foi relativamente 
menor e não ocorreram reflexos de dor espontânea (dados não mostrados).  
Após definida a dose de 50 μL, o CFA foi administrado em uma das patas 
traseiras dos ratos (injeção intraplantar) e as medidas da hiperalgesia mecânica foram 
realizadas por meio do teste do von Frey eletrônico. A resposta hiperalgésica foi quantificada 
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 e 24 horas após a administração do CFA para determinar o pico da 
hiperalgesia mecânica. Ao analisar a curva temporal do efeito do CFA (dados não mostrados), 
observou-se um aumento na hiperalgesia mecânica após a injeção, que se mantêm ao longo 
das 24 horas, mas na 6ª hora observou-se a maior intensidade da hiperalgesia mecânica 
induzida pelo CFA (ANOVA 1 via para medidas repetidas F = 2.89, P < 0.005). 
 
6.1.2 Efeito Temporal Dose-Resposta do A-740003 na hiperalgesia mecânica induzida por 
CFA 
 
Usando a técnica para injetar soluções diretamente nos gânglios da raiz dorsal 
(DRG-L5) de ratos, testou-se o efeito do antagonista seletivo de receptor P2X7 (A-740003; 5 
µL; 0.01, 0.1 e 1.0 mM) ou do seu veículo (5 µL; 10% DMSO, 10% propilenoglicol e 80% 
salina) administrados intra-DRG imediatamente antes da administração do CFA. Para avaliar 
o efeito do bloqueio seletivo dos receptores P2X7 expressos nas células satélites gliais (SGC) 
durante o desenvolvimento da hiperalgesia inflamatória induzida por CFA administrado na 
pata traseira de ratos (injeção intraplantar; 50 μL), foram realizadas medidas da resposta 




hiperalgésica 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 24 horas após o estímulo inflamatório, por meio do teste do von 
Frey eletrônico. Os resultados (Figura 1A) mostram um efeito anti-hiperalgésico significativo 
do A-740003 (doses de 0.1 e 1.0 mM), quando comparado ao seu controle do veículo, que se 
mantêm durante as primeiras 6 horas da hiperalgesia inflamatória do tecido periférico. Além 
disso, ao analisar o efeito do A-740003 somente no pico da hiperalgesia mecânica induzida 
por CFA (Figura 1B), todas as doses apresentaram um efeito anti-hiperalgésico significativo 







Figura 1. Efeito temporal anti-hiperalgésico do A-740003 (intra-DRG; 5 μL; 0.01, 0.1 e 1.0mM) durante o 
desenvolvimento da hiperalgesia inflamatória periférica induzida por CFA. (A) A-740003 (intra-DRG; 5 
μL; 0.01, 0.1 e 1.0 mM) demonstrou efeito anti-hiperalgésico significativo (F = 5.59, P < 0.05) durante as 6 
horas após estímulo inflamatório. ANOVA 2 vias para medidas repetidas seguida pelo teste de Bonferroni; (B) 











A740003 0.1 mM + CFA
A740003 1.0 mM + CFA





































































































No pico da hiperalgesia inflamatória periférica induzida por CFA, o A-740003 demonstrou efeito anti-
hiperalgésico significativo (F = 17.76, P < 0.0001) em comparação com o grupo veículo + CFA. ANOVA 1 via 
seguida pelo teste de Bonferroni. Os resultados estão expressos como média ± erro padrão da média. * P < 0.05; 
** P < 0.01; *** P < 0.001 em comparação com o grupo veículo + CFA (n = 7 animais/grupo). 
 
6.1.3 Efeito do A-740003 na hiperalgesia mecânica induzida por Carragenina, IL-1β e PGE2 
 
Para confirmar o efeito seletivo do antagonista de receptor P2X7, o A-740003 (0.1 
mM/5 µL) intra-DRG também em outros modelos de hiperalgesia inflamatória, foi 
administrado carragenina (100 µg/pata), IL-1β (0.5 pg/pata) ouPGE2 (100 ng/pata) na pata 
traseira de ratos (injeção intraplantar) e a hiperalgesia foi medida por meio do teste do von 
Frey eletrônico depois de 3 horas. O antagonista A-740003 (0.1 mM /5 µL) ou seu veículo (5 
µL; 10% DMSO, 10% propilenoglicol e 80% salina) foram administrados diretamente no 
DRG-L5 ipsilateral e imediatamente antes dos estímulos inflamatórios. Os resultados 
mostram que o A-740003 preveniu a hiperalgesia mecânica induzida por carragenina e IL-1β 
(Figuras 2A e 2B; Teste t; t = 23.35 e t = 5.89 respectivamente, P < 0.001, n = 6), mas não 
teve efeito na hiperalgesia induzida por PGE2 (Figura 2C; Teste t; t = 0.23, P = 0.816, n = 6).  
 
A B C 
 
 
Figura 2 – Efeito anti-hiperalgésico do A-740003 no pico da hiperalgesia inflamatória periférica induzida 
por Carragenina, Il-1β, mas não por PGE2. A-740003 (intra-DRG; 5 μL; 0.1 mM) bloqueou a hiperalgesia 
induzida por Carragenina (Cg, 100 µg/pata) e por IL-1 (A e B, respectivamente) mas não a hiperalgesia 
induzida por PGE2 (C). Os resultados estão expressos como média ± erro padrão da média. *** P < 0.001 em 






























































































































































































6.1.4 Efeito do ODN antisense contra o receptor P2X7 na hiperalgesia mecânica induzida 
por CFA 
 
Usando a técnica para injetar soluções diretamente no gânglio da raiz dorsal 
(DRG-L5) de ratos, testou-se o efeito do antisense ODN contra o receptor P2X7 (30 μg/5 
μL/dia) ou do mismatch (30 μg/5 μL/dia) administrados intra-DRG durante 4 dias antes do 
estímulo do CFA. Para avaliar o efeito da ausência de expressão dos receptores P2X7 das 
células satélites gliais (SGC) durante o desenvolvimento da hiperalgesia inflamatória 
periférica, a resposta hiperalgésica foi medida, por meio do teste do von Frey eletrônico, 
durante o pico da hiperalgesia mecânica induzida por CFA (6ª hora) na pata traseira de ratos 
(injeção intraplantar; 50 μL). Os resultados (Figura 3) mostram um efeito anti-hiperalgésico 
significativo da ausência de expressão dos receptores P2X7, quando comparado ao grupo 
mismatch + CFA, e que não existe diferenças significativas do tratamento com mismatch em 




Figura 3. Efeito anti-hiperalgésico do antisense ODN contra o receptor P2X7 (intra-DRG; 30 μg / 5 μL /4 
dias) no pico da hiperalgesia inflamatória periférica induzida por CFA. O antisense (match) demonstrou 
significativo efeito anti-hiperalgésico (F = 188.8, P < 0.0001) em comparação com os grupos controle (salina ou 
mismatch + CFA). Os resultados estão expressos como média ± erro padrão da média. *** P < 0.001 em 



















































Figura 4. Expressão relativa do receptor P2X7 nos DRG-L5 tratados com antisense ODN contra o receptor 
P2X7. CFA administrado na pata induziu o aumento de expressão de P2X7R no DRG-L5 ipsilateral, comparado 
com o DRG-L5 contralateral e de animais naive. O tratamento com antisense reduziu significativamente o 
aumento de expressão do P2X7R induzido pelo CFA nos DRG (F = 58.14, P < 0.001). Os resultados estão 
expressos como média ± erro padrão da média. *** P < 0.001 em comparação com o grupo mismatch, # P < 
0.001 em comparação com o grupo naive. ANOVA 1 via seguida pelo teste de Bonferroni (n = 5 animais/grupo). 
 
Ao analisar os níveis de mRNA dos receptores P2X7 nos DRGs tratados com o 
antisense ODN contra o receptor P2X7 (Figura 4) foi visto que os animais de ambos os grupos 
tratados com CFA na pata apresentaram um aumento na expressão do P2X7R em comparação 
com o grupo naive. Porém, o tratamento com o ODN antisense contra P2X7R reduziu 
significativamente a expressão relativa do receptor P2X7 nos DRG-L5 tratados (ANOVA 1 
via e teste de Bonferroni; F = 58.14, P < 0.001, n = 5).  
 
6.2 Caracterização funcional dos receptores P2X7 presentes no DRG  
6.2.1 Padronização dos Experimentos de Dinâmica de Cálcio Intracelular 
 
Utilizando culturas de células mistas do DRG, foi realizado alguns experimentos 
para testar diferentes doses do agonista BzATP (10 μM, 100 μM, 300 μM) necessárias para 
promover uma resposta na variação de concentração do cálcio intracelular (Δ[Ca2+]i) apenas 
nas células satélites. Os resultados mostraram um aumento na Δ[Ca2+]i somente nas células 
satélites ao tratar as culturas com 100 μM ou 300 μM de BzATP. Dessa maneira, como visto 









Data re expressed as mean ± SEM (n = 4-5 / group).


































na Figura 5, a dose escolhida para os experimentos foi a de 100 μM de BzATP (n = 5 
culturas; 20-40 células/cultura). Para ter certeza que a ausência total de resposta, observada 
em algumas culturas, não era consequência de uma cultura morta, foi adicionado Capsaicina 
(1 μM) ao final dos experimentos, a qual promove um influxo de íons cálcio primariamente 












Figura 5. BzATP (100 μM) induz aumento na concentração de cálcio intracelular em células satélites. (A) 
À esquerda, imagem com luz transmitida de uma cultura, destacando alguns neurônios (n). À direita, imagens 
em série temporal mostrando a variação de fluorescência nas células satélites da mesma cultura quando 
estimulada com BzATP (coloridas artificialmente). (B) Gráfico representativo do efeito do BzATP sobre o cálcio 
intracelular observado em uma cultura através da variação de fluorescência em células satélites. (C) Gráfico das 




O efeito do ATP sobre receptores P2X7 foi comprovado através do tratamento das 
culturas com o antagonista seletivo do receptor P2X7, o A-740003, seguido da administração 












































do agonista. Foram testadas diferentes doses e diferentes tempos de incubação do A-740003 e 
foi padronizado a dose de 1 μM adicionada às culturas 5 minutos antes do agonista. Quando 
as culturas são incubadas com A-740003 (1 μM), o aumento na Δ[Ca2+]i nas células satélites 
ao tratar as culturas com BzATP (100 μM) é bloqueado (n = 5 culturas; 20-40 células/cultura) 
(Figura 6). Ao calcular a média da resposta de todas as culturas (Figura 7) nos experimentos 
com BzATP (100 μM) tratadas previamente ou não com A-740003 (1 μM), a diferença entre 
os valores máximos de resposta para cada tratamento foi estatisticamente significativa (Teste 











Figura 6. A-740003 (1 μM) bloqueia o aumento na concentração de cálcio intracelular induzido por 
BzATP (100 μM) em células satélites. (A) À esquerda, imagem com luz transmitida de uma cultura, destacando 
alguns neurônios (n) e escala de 100 μm. À direita, imagens em série temporal mostrando a variação de 
fluorescência nas células satélites da mesma cultura que foi incubada com A-740003 e estimulada com BzATP 
(coloridas artificialmente). (B) Gráfico representativo do efeito do A-740003 sobre o cálcio intracelular 
observado em uma cultura através da variação de fluorescência em células satélites (curvas vermelhas) e em 
neurônios (curva azul), na qual Capsaicina (1 μM) foi administrada para verificar a viabilidade da cultura. (C) 
Gráfico das 5 culturas desse experimento que mostra a média das variações de fluorescência de 20-40 células em 
cada cultura nas quais foi incubado o A-740003. 





















































Figura 7. A-740003 (1 μM; curva verde) bloqueia o aumento na concentração de cálcio intracelular 
induzido por BzATP (100 μM; curva roxa) em células satélites. Dados representativos de 5 culturas/grupo 
com 20-40 células responsivas em cada cultura. O “***” indica diferença significativa entre os valores máximos 
de resposta para cada tratamento calculada para por Teste t (t = 10.70, P < 0.0001). 
 
6.3 Caracterização histológica dos receptores P2X7 presentes no DRG  
A caracterização histológica dos receptores P2X7 expressos nas células satélites 
gliais dos gânglios da raiz dorsal de ratos foi realizada através de imunofluorescência 
utilizando anticorpo específico para o receptor P2X7.  Os tipos celulares de interesse foram 
localizados através de anticorpos contra glutamina sintetase (enzima presente apenas em 
células satélites) e contra TRPV1 (receptor característico de neurônios nociceptivos de fibras 
do tipo C) (Figura 8A). 
Inicialmente, o protocolo de imunofluorescência foi padronizado para cada 
anticorpo, a fim de se obter os melhores resultados em cada marcação. Foram testadas 
diferentes concentrações para cada anticorpo utilizado, assim como diferentes protocolos de 
imunofluorescência, modificando varáveis como o bloqueio e o tempo de incubação dos 
anticorpos. Após os testes, foi definido o bloqueio com BSA 2% e Triton X-100 0,2% por 1 
hora, enquanto que os anticorpos primários anti- P2X7R (1:200, Alomone Labs), anti-TRPV1 
(1:100) e anti-glutamina sintetase (1:200) foram incubados simultaneamente em solução de 
PBS contendo Triton X-100 0,1% e BSA 1% por duas horas em temperatura ambiente nesse 
experimento. 












The selective P2X7R antagonist A740003 (1 µM; orange line) blocked BzATP
changes in intracellul r Ca2+ oncentration in SGC (100 µM; gre n line).
Represent tive d ta from 4-5 cultures/group (20-3  cells each). Two-way











Os resultados da imunofluorescência mostraram uma co-marcação do P2X7R com 
a glutamina sintetase, demonstrando a presença desses receptores no DRG em células 
satélites, que estão presentes ao redor dos corpos celulares dos neurônios (Figura 8B). Quando 
comparadas as marcações para P2X7R e TRPV1, as mesmas não se sobrepõem, indicando a 
presença desses receptores em tipos celulares diferentes (Figura 8C). Ainda, a marcação 
realizada com o DAPI proporcionou diferenciar os tipos celulares, do que seria a membrana 
neuronal com a membrana das células satélites.  
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Figura 8. Caracterização histológica por imunofluorescência dos receptores P2X7 presentes no DRG de 
ratos. (A) Localização dos receptores P2X7 em relação às marcações para glutamina sintetase (Glu-S) de glia e 
para TRPV1 de neurônios nociceptivos de fibra C. (B) Destaque para os receptores P2X7 que estão localizados 
nas células satélites positivas para a glutamina sintetase (setas brancas), que se encontram ao redor dos neurônios 
(n) no gânglio. (C) Em maior detalhe, dois corpos celulares de neurônios positivos para TRPV1 (n’), dos quais as 
células satélites ao redor são positivas para P2X7. Foi utilizado DAPI (em azul) para marcação dos núcleos 


















6.4 Papel dos receptores P2X7 na ativação das células satélites e na síntese de IL-1β no 
DRG durante o processo inflamatório  
A influência do receptor P2X7 sobre a ativação de células satélites foi avaliada 
através do aumento da expressão da proteína acídica fibrilar glial (GFAP) em cortes de DRG, 
onde o estímulo inflamatório foi administrado na pata direita dos animais, nos quais foi 
realizado o tratamento com antisense ODN (AS) contra o receptor P2X7 ou com mismatch 
(MM) no DRG-L5 direito (ipsilateral). Da mesma maneira, a participação dos receptores 
P2X7 na produção de IL-1β in vivo foi avaliada simultaneamente nesses mesmos cortes. 
 
6.4.1 Participação dos receptores P2X7 na ativação das células satélites no DRG  
 
Os resultados da imunofluorescência mostraram uma marcação para o GFAP nas 
células satélites, similar à marcação realizada com glutamina sintetase nos experimentos 
passados. Essa marcação (Figura 9) fica mais evidente especialmente nos cortes de gânglios 
onde o estímulo inflamatório foi administrado na pata ipsilateral, independente do tratamento 
utilizado nos gânglios, quando comparado aos cortes de animais naive.  
Os resultados da quantificação da produção de GFAP (Figura 10), onde a 
densidade integrada de pixels para a marcação do GFAP foi mensurada e normalizada para 
cada grupo, mostram um aumento significativo (F = 11.85, P = 0.0018) na expressão de 
GFAP no grupo tratado com o mismatch + CFA, quando comparado aos grupos antisense + 
CFA ou naive. Ao mesmo tempo, não existe diferença significativa do tratamento com 
















A Naive B Mismatch + CFA C Antisense + CFA 
   
   
   
 
Figura 9. Participação dos receptores P2X7 na produção de GFAP e de IL-1β. Cortes de DRG comparando 
animais controle (naive) com animais onde o estímulo inflamatório foi administrado na pata ipsilateral ao 
tratamento com mismatch (MM) ou antisense ODN (AS) contra o receptor P2X7. Foi utilizado DAPI (em azul) 















MARCAÇÃO PARA GFAP 
 
Figura 10. Participação dos receptores P2X7 na 
expressão de GFAP. A densidade integrada de pixels 
foi medida de cinco áreas circulares em cada corte (4-5 
cortes/animal) e um valor médio foi calculado por 
animal na marcação para GFAP. Os valores foram 
normalizados subtraindo-se dos valores encontrados no 
controle da imunofluorescência (marcação apenas com 
anticorpos secundários). Os resultados estão expressos 
como média ± erro padrão da média (n = 5 
animais/grupo). ANOVA 1 via seguida pelo teste de 
Bonferroni (F = 11.85, P = 0.0018). 
 
 
6.4.2 Participação dos receptores P2X7 na síntese de IL-1β no DRG  
 
A participação das células satélites e dos receptores P2X7 na produção de IL-1β in 
vivo foi avaliada simultaneamente nos mesmos cortes marcados com GFAP, de animais onde 
o estímulo inflamatório foi administrado na pata direita e nos quais foi realizado o tratamento 
com antisense ODN (AS) contra o receptor P2X7 ou com mismatch (MM) no DRG-L5 
ipsilateral. Os resultados das imunofluorescências mostraram a marcação para IL-1β nas 




Figura 11. Expressão de IL-1β nas células satélites. No painel da direita, observam-se os núcleos (em azul) 
das células satélites que envolvem dois neurônios (n) e a marcação para IL-1β sobreposta à marcação da 
glutamina sintetase (GS) nas células satélites (setas brancas). A escala das imagens é de 20 μm. 
 
Os resultados da quantificação da produção de IL-1β (Figura 12), onde a 
densidade integrada de pixels para a marcação da IL-1β foi mensurada e normalizada para 






Quantification  was  performed  using  IMAGEJ software (version xx,
National Institute of Health, USA). The integrated density of pixels (sum of
the gray values of each pixel in a especific area) was measured in five
circular areas in each section (3-5 sections / animal). Then a mean
integrated density of pixels value was calculated  for  each animal (5
animals / group). Data are expressed as mean ± SEM. ANOVA?? and
Bonferroni post test (F = xx, P < xx)
The integrated density values of the four groups were normalized using the
































citocina no grupo tratado com o mismatch + CFA, quando comparado aos grupos antisense + 
CFA ou naive. Ao mesmo tempo, não existe diferença significativa do tratamento com 
antisense + CFA em comparação com o grupo naive. 
 
 
MARCAÇÃO PARA IL-1β 
 
Figura 12. Participação dos receptores P2X7 na 
produção de IL-1β. A densidade integrada de pixels 
foi medida de cinco áreas circulares em cada corte (4-5 
cortes/animal) e um valor médio foi calculado por 
animal na marcação para IL-1β. Os valores foram 
normalizados subtraindo-se dos valores encontrados no 
controle da imunofluorescência (marcação apenas com 
anticorpos secundários). Os resultados estão expressos 
como média ± erro padrão da média (n = 5 
animais/grupo). ANOVA 1 via seguida pelo teste de 
Bonferroni (F = 13.75, P = 0.0013). 
 
 
6.5 Avaliação da expressão de IL-1β por PCR quantitativo  
Ao analisar os níveis de mRNA da IL-1β nos DRGs tratados com o antisense 
ODN contra o receptor P2X7 (Figura 13), foi visto que os animais de ambos os grupos 
tratados com CFA na pata também apresentaram um aumento na expressão relativa de IL-1β 
em relação ao index de genes endógenos controles (Serpinb6, Mtmr9, Arfgef1 e G3bp2), 
quando comparados com os grupos naive e contralateral. Além disso, o tratamento com o 
ODN antisense contra P2X7R não alterou significativamente os níveis de mRNA da IL-1β nos 







Quantification  was  performed  using  IMAGEJ software (version xx,
National Institute of Health, USA). The integrated density of pixels (sum of
the gray values of each pixel in a especific area) was measured in five
circular areas in each section (3-5 sections / animal). Then a mean
integrated density of pixels value was calculated  for  each animal (5
animals / group). Data are expressed as mean ± SEM. ANOVA?? and
Bonferroni post test (F = xx, P < xx)
The integrated density values of the four groups were normalized using the

































Figura 13. Expressão relativa de IL-1β nos DRG-L5 tratados com antisense ODN contra o receptor P2X7. 
O tratamento com CFA induziu um aumento na expressão relativa de IL-1β nos DRG (F = 20.05, P < 0.001) 
independente do tratamento ganglionar com o antisense ODN contra o receptor P2X7. Os resultados estão 
expressos como média ± erro padrão da média. *** P < 0.001 em comparação com os grupos controles, ANOVA 
1 via seguida pelo teste de Bonferroni (n = 5 animais/grupo). 
 
6.6 Avaliação dos níveis de IL-1β por ELISA  
Nesses experimentos foi quantificada a concentração de IL-1β (ambas as formas 
pró-citocina e madura) em culturas de células satélites isoladas de DRGs (Figura 14), 





Figura 14. Cultura de células satélites isoladas no 5º dia in vitro. Fotografia em maior aumento de uma 
cultura de células satélites isoladas de gânglios da raiz dorsal (Escala 100 μL).  









Data are express d as mean ± SEM (n = 5 / group).


































6.6.1 Papel dos receptores P2X7 na síntese e na liberação de IL-1β em culturas de células 
satélites isoladas  
 
Foram feitas culturas de células satélites isoladas de gânglios da raiz dorsal 
incubadas ou não com o agonista de P2X7R (BzATP, 100 µM / 30 min) para avaliar seu efeito 
sobre a produção de IL-1β. Foram pelo menos três experimentos completos (20-24 
culturas/experimento) em que não foi observado o efeito do agonista de P2X7R na produção 
de IL-1β. Tanto os sobrenadantes das culturas, quanto os próprios lisados celulares, não 
apresentaram quantidade suficiente de citocina detectada pelo ELISA. Foram realizadas 
outras tentativas diminuindo o volume do meio adicionado às culturas e aumentando a dose 
do próprio agonista para aumentar a concentração de IL-1β, porém novamente os resultados 
foram nulos. Dessa maneira, não foi observado efeito do agonista de P2X7R diretamente sobre 
a produção de IL-1β.  
Para avaliar o papel do P2X7R sobre a liberação de IL-1β, foram realizados testes 
com lipopolissacarídeo (LPS) estimulando a produção de IL-1β nas culturas sob diferentes 
condições de concentração e tempo de incubação. Para comprovar a participação dos 
receptores P2X7 na liberação de IL-1β madura, as culturas receberam tratamento com o 
antagonista (A-740003, 1 µM / 15 min) e o agonista de P2X7R (BzATP, 100 µM /30 min), 
juntamente com o estímulo do LPS. Ao mesmo tempo, grupos controles também foram 
realizados para a comparação adequada dos resultados. 
Em um primeiro momento, o estímulo com LPS (10 µg/mL) foi realizado durante 
uma incubação de 6 horas nas culturas de células satélites isoladas. Após 5h e 15min de 
incubação, em algumas culturas, foi adicionado o antagonista de P2X7R (A-740003, 1 µM) e 
as mesmas incubadas por 15 min, as demais culturas receberam apenas meio. Após os 15 min 
(tempo de incubação do LPS 5h e 30 min), foi adicionado às culturas o agonista de P2X7R 
(BzATP, 100 µM) e as mesmas foram incubadas durante os 30 min restantes.  
Novamente, não foram detectados níveis de IL-1β madura liberada no meio das 
culturas de células satélites. Entretanto, foi detectada a síntese de IL-1β nos lisados celulares 
das culturas estimuladas com o LPS (10 µg/mL por 6h). Os resultados mostraram um 
acúmulo significativo (F = 9.538; P = 0.0006) de IL-1β intracelular nas culturas tratadas 
apenas com LPS (Figura 15). Nas culturas que foram incubadas com o agonista de P2X7R 




(BzATP, 100 µM) foi encontrada uma concentração de IL-1β intracelular menor, mas que não 
diferiu estatisticamente dos demais grupos estimulados com LPS.  
 
 
Figura 15. LPS estimula a síntese de IL-1β em culturas de células satélites isoladas. As culturas foram 
incubadas com LPS (10 µg/mL por 6 h), ou apenas meio (controles), e tratadas com o antagonista (A-740003, 1 
µM por 15 min) e/ou agonista de P2X7R (BzATP, 100 µM por 30 min). A concentração intracelular de IL-1β 
(ambas as formas pró-citocina e madura) foi mensurada por ELISA nos lisados celulares. Os resultados estão 
expressos como média ± erro padrão da média (n = 4 culturas/grupo). * P < 0.05; ** P < 0.01; em comparação 
com os grupos controles sem LPS. ANOVA 1 via seguida pelo teste de Bonferroni (F = 9.538; P = 0.0006). 
 
Como anteriormente não foi detectada IL-1 madura liberada no meio das culturas 
de células satélites, decidiu-se testar o estímulo com LPS menos concentrado (1 µg/mL), 
porém durante uma incubação maior de 24 horas. Após esse tempo, novamente em algumas 
culturas foi adicionado o antagonista de P2X7R (A-740003, 1 µM) por 15 min e depois o 
agonista (BzATP, 100 µM) por mais 30 min. Com a alteração do protocolo, foi possível 
mensurar dessa vez tanto os níveis de IL-1β liberada no meio quanto a produzida nos lisados 
celulares.  
Com relação aos níveis de IL-1β madura liberada no meio das culturas de células 
satélites. (Figura 16A), os resultados mostraram um aumento significativo (F = 16.60; P < 
0.0001) na liberação de IL-1β presente no meio das culturas tratadas com LPS e incubadas 
com o agonista de P2X7R (BzATP, 100 µM/ 30 min). Da mesma maneira, o pré-tratamento 



































































meio das culturas, onde os níveis da citocina são estatisticamente similares aos dos grupos 
controles. 
Em relação aos níveis de IL-1β produzida nos lisados celulares das culturas de 
células satélites (Figura 16B), os resultados mostraram um acúmulo significativo (F = 48.12; 
P < 0.0001) de IL-1β intracelular em todos os grupos em que as culturas foram tratadas com 
LPS (1 µg/mL por 24 h). Porém, não houve diferença estatística entre os grupos tratados com 
LPS, mostrando que ambos tratamentos com agonista (BzATP, 100 µM/ 30 min) e/ou 
antagonista de P2X7R (A-740003, 1 µM /15 min) não têm efeito sobre a síntese de. IL-1β nas 





Figura 16. Receptores P2X7 ativados aumentam a liberação de IL-1β em culturas de células satélites 
estimuladas por LPS. As culturas foram incubadas com LPS (1 µg/mL por 24 h), ou apenas meio (controles), e 
tratadas com o antagonista (A-740003, 1 µM / 15 min) e/ou agonista de P2X7R (BzATP, 100 µM /30 min). (A) 
A concentração de IL-1β liberada (forma madura) foi mensurada por ELISA nos meios das culturas (F = 16.60; 
P < 0.0001). (B) A concentração intracelular de IL-1β (ambas as formas pró-citocina e madura) foi mensurada 
por ELISA nos lisados celulares (F = 48.12; P < 0.0001). Os resultados estão expressos como média ± erro 
padrão da média (n = 4 culturas/grupo). * P < 0.05, *** P < 0.0001 em comparação com os grupos controles sem 




































































































































7. DISCUSSÃO  
 
Este estudo mostra pela primeira vez que a IL-1β é liberada no DRG como 
consequência da ativação do receptor P2X7 (P2X7R) em células satélites gliais (SGC), e este 
mecanismo sugere uma comunicação neurônio-glia no DRG que é essencial para o 
desenvolvimento da hiperalgesia inflamatória do tecido periférico. Dessa maneira, também 
tomando como base outro trabalho de nosso grupo (Araldi, 2012), nós propomos que a 
comunicação no DRG entre os neurônios aferentes primários e as células satélites gliais dê 
início com a ativação do receptor neuronal de interleucina-1 (IL-1RI) no tecido periférico, o 
que posteriormente, após a ativação de P2X7R, promove a liberação de IL-1β no DRG. 
 
7.1 Caracterização histológica dos receptores P2X7 presentes no DRG de ratos 
Os gânglios sensoriais representam um sítio importante nas vias de dor, uma vez 
que é onde se encontram os corpos celulares dos nociceptores (neurônios sensoriais) e as 
células satélites gliais (SGC). Cada neurônio no gânglio é contornado por suas próprias SGC, 
que os separam uns dos outros por uma camada fina (~20 nm) de membrana (Pannese, 2010). 
Ao envolver os neurônios, essas células criam uma barreira mecânica que reduz o acesso de 
moléculas aos neurônios, exercendo controle sobre o microambiente neuronal (Hanani, 2005). 
De fato, as SGC estão tão associadas aos neurônios dentro do gânglio, que os corpos dos 
neurônios e suas SGC adjacentes são considerados uma unidade funcional morfologicamente 
distinta, na qual o contato sináptico entre os neurônios é completamente ausente (Devor, 1999; 
Dublin and Hanani, 2007). 
Alguns trabalhos têm sugerido, por meio de técnicas histológicas, a presença dos 
receptores P2X7 nas células SG do DRG (Kobayashi et al., 2005; Zhang et al., 2005; Chen et 
al., 2008, 2012; Liu et al., 2015). Entretanto, no DRG as membranas celulares das SGC estão 
intimamente próximas com as membranas celulares dos corpos dos neurônios (Belzer et al., 
2010; Pannese, 2010) o que dificulta identificar precisamente se a marcação está na 
membrana da SGC ou do neurônio. Por isso nós realizamos uma caracterização histológica 
mais robusta do DRG, quando comparamos a marcação para P2X7R com a de glutamina 
sintetase, já estabelecida como marcadora de glia, e com a marcação para TRPV1, que 
permitiu identificar a membrana celular dos neurônios nociceptivos. Dessa maneira, 




conseguimos demonstrar a presença dos receptores P2X7 no DRG nas células satélites que 
envolvem os corpos celulares dos neurônios.  
7.2 Caracterização funcional dos receptores P2X7 presentes no DRG de ratos 
Dentre os agonistas dos receptores P2X em geral, a capacidade de induzir 
correntes intracelulares de cátions em células gliais via receptor P2X7 (P2X7R) é classificada 
na ordem BzATP > ATP > α,β-meATP (Zhang et al., 2005). De fato, os receptores P2X7 de 
ratos podem ser ativados com uma potência significativamente maior pelo BzATP (EC50 = 20 
μM) do que outros agonistas purinérgicos, como o ATP (EC50 > 100 μM) (Donnelly-Roberts 
et al., 2009). No DRG também existem receptores P2X3, expressos somente em células 
neuronais, que também podem ser ativados pelo ATP extracelular. Entretanto, a capacidade 
dos agonistas purinérgicos de ativar receptores P2X3 é classificada na ordem 2-MeSATP > 
ATP > α,β-meATP > Ap5A, a qual o BzATP participa a nível não significativo (Burnstock, 
2007a; Ando et al., 2010; Chen et al., 2012).  
Ao estabelecer uma dose mínima apropriada que induz a variação de concentração 
do cálcio intracelular (Δ[Ca2+]i) somente nas células satélites, pode-se inferir que a resposta 
observada é promovida pela ativação de P2X7, devido à maior potência do BzATP a baixas 
doses na ativação desses receptores. Além disso, para efetivamente comprovar o efeito do 
agonista sobre os receptores P2X7 expressos nas SGC do DRG, nós tratamos as culturas com 
o antagonista seletivo do receptor P2X7, A-740003, previamente à administração do BzATP. 
O tratamento com A-740003 bloqueou o aumento na concentração do cálcio intracelular 
induzido por BzATP, confirmando a ativação dos receptores P2X7 presentes nas células 
satélites. Dessa maneira, o influxo de íons Ca2+ observado nas SGC após administração de 
BzATP, do nosso experimento, fornece evidência funcional da existência de receptores P2X7 
nas células satélites presentes do DRG.  
 
7.3 Papel dos receptores P2X7 na ativação das células satélites no DRG durante o 
processo inflamatório 
Estudos indicam que mudanças funcionais ou estruturais ocorridas nas SGCs 
desempenham um papel essencial nos gânglios sensoriais em modelos de dor inflamatória 
(Belzer et al., 2010; Blum et al., 2014). O aumento na expressão de proteína acídica fibrilar 
glial (GFAP) leva a uma mudança estrutural típica do estado ativado das células satélites. 




Essa ativação de SGC, após lesão no nervo ou inflamação, pode provocar o aumento da 
excitabilidade neuronal associada à hiperalgesia (Ji et al., 2013). Nossos resultados mostram 
que a dor inflamatória induzida por administração de CFA na pata de ratos promoveu a 
ativação das células satélites presentes nos gânglios da raiz dorsal, assim como já 
demonstrado no gânglio trigeminal (Takeda et al., 2009). 
Paralelamente, em um modelo de dor visceral, os pesquisadores também 
mostraram a ativação de SGC do DRG concomitante a um aumento na expressão de receptor 
P2X7 nessas células (Liu et al., 2015). Eles sugeriram que o aumento da expressão de GFAP e 
de receptor P2X7 está envolvido na transmissão nociceptiva da dor visceral. De fato, nossos 
resultados semi-quantitativos da imunofluorescência indicam que a ausência de expressão dos 
receptores P2X7 nos DRGs dos animais tratados com antisense ODN diminuiu a expressão de 
GFAP. Dessa maneira, os resultados sugerem que o knockdown dos receptores P2X7 nos 
gânglios pode ter mediado a redução da expressão de GFAP nas células satélites, porém não 
temos evidências suficientes para afirmar uma correlação só com a imunofluorescência. 
 
7.4 Participação dos receptores P2X7 presentes no DRG durante a hiperalgesia de 
origem inflamatória 
O efeito anti-hiperalgésico, observado em nossos experimentos, ao bloquear a 
atividade de receptores P2X7 com A-740003 ou ao inibir a expressão dos receptores P2X7 
com antisense ODN no DRG, durante o desenvolvimento da hiperalgesia inflamatória 
periférica, sugere que deve existir mecanismos de comunicação via receptores purinérgicos 
entre neurônios e células satélites no DRG durante o desenvolvimento da dor inflamatória 
periférica, como é discutido por (Gu et al., 2010; Hanani, 2012; Huang et al., 2013). É 
provável então que, neste caso, os corpos celulares dos neurônios sensibilizados devem estar 
se comunicando com as SGC através da liberação de ATP no DRG, como mostrado por 
Zhang et al. (2007), ativando os receptores P2X7 das SGC.  
A administração do antagonista seletivo de P2X7R A-740003 no DRG-L5 reduziu 
significativamente a hiperalgesia mecânica induzida pela administração periférica de CFA e 
reverteu a hiperalgesia induzida por carragenina e IL-1β, mas teve efeito sobre a hiperalgesia 
mecânica induzida pela PGE2. Como mediador final, a PGE2 estimula diretamente os 
receptores EP nos neurônios aferentes primários e, portanto, a hiperalgesia induzida por PGE2 
não possui o componente da sensibilização direta pela IL-1β no neurônio aferente primário 




durante a inflamação do tecido periférico (Cunha et al., 2000; Ren and Torres, 2009). Sabe-se 
que a IL-1β também pode atuar sobre receptores IL-1RI nos neurônios aferentes primários, 
contribuindo para a sensibilização neuronal (Fukuoka et al., 1994; Schäfers and Sorkin, 
2008). Dessa maneira, esses dados indicam que o P2X7R das SGC é especialmente importante 
para a hiperalgesia inflamatória dependente da ativação de IL-1RI nos neurônios aferentes 
primários pela IL-1β periférica. 
Na realidade, tanto a sensibilização neuronal causada pela ação direta da IL-1β 
quanto a secundária dependente de PGE2 (via IL-1β-COX-PGE2), são necessárias para o 
desenvolvimento da hiperalgesia inflamatória. Foi visto que o bloqueio seletivo de IL-1RI 
com a administração intraplantar do antagonista IL-1Ra reduz a hiperalgesia induzida por IL-
1β no tecido periférico, mostrando que a ação direta da IL-1β nos receptores IL-1RI em 
neurônios aferentes primários contribui para a hiperalgesia (Cunha et al., 2000). Em 
contrapartida, o pré-tratamento com Indometacina intraplantar (inibidor de COX que bloqueia 
a liberação de PGE2) impediu o desenvolvimento da hiperalgesia induzida por IL-1β 
administrada no tecido periférico, o que significa que a liberação local de PGE2 também é 
necessária para o desenvolvimento da hiperalgesia (Cunha et al., 1992).  
De fato, a administração de PGE2 exógena a uma dose farmacológica de 100 
ng/pata induz hiperalgesia independente de um estímulo inflamatório (Prado et al., 2013), o 
que representa uma situação completamente diferente de quando a PGE2 é produzida 
endogenamente. Por exemplo, culturas de células do DRG estimuladas com uma dose alta de 
IL-1β (10 ng/ml) liberaram PGE2 no sobrenadante a uma concentração de 1,83 ± 0,64 ng/ml 
(Neeb et al., 2011). Por isso, os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da hiperalgesia 
induzida por um mediador inflamatório, como a PGE2, diferem daqueles envolvidos no 
desenvolvimento da hiperalgesia induzida por agentes inflamatórios, como CFA e 
carragenina. 
Nesse trabalho, vimos então que o bloqueio seletivo de P2X7R no DRG reduziu a 
hiperalgesia mecânica no tecido periférico induzida CFA, carragenina e IL-1β, ou seja, a 
ativação de P2X7R por ATP parece acontecer somente nos modelos que apresentam a IL-1β 
periférica como mediador. Dessa maneira, nossos dados sugerem que o ATP pode estar sendo 
liberado no DRG devido à ativação do receptor IL-1RI neuronal pela IL-1β no tecido 
periférico. De fato, nos gânglios sensoriais sabe-se que o ATP por ser liberado em vesículas 
pelo corpo dos neurônios aferentes primários após um estímulo com capsaicina (Matsuka et 
al., 2001) ou estimulação elétrica (Zhang et al., 2007). Essa sinalização via ATP é utilizada 




pelas células gliais para comunicação intercelular tanto no sistema nervoso central (Butt, 
2011; Verderio and Matteoli, 2011; Puerto et al., 2013) quanto no sistema nervoso periférico 
(Gu et al., 2010; Hanani, 2012; Huang et al., 2013). Especialmente nos gânglios sensoriais, a 
comunicação intercelular induzida por ATP através de receptores purinérgicos, constitui um 
mecanismo importante para os mecanismos da dor (Ding et al., 2000; Toulme et al., 2010; 
Burnstock, 2016). 
Confirmando nossos resultados anteriores, a administração de oligonucleotídeos 
antisense contra o receptor de P2X7 no DRG também reduziu significativamente a 
hiperalgesia mecânica induzida por CFA. A eficácia do ODN antisense foi confirmada pela 
diminuição do RNAm de P2X7R disponível nos DRGs tratados. Os nossos resultados também 
demonstraram que o receptor P2X7 é expresso constitutivamente em animais naive, sem 
inflamação, mas a administração periférica de CFA aumentou em quase 5 vezes a expressão 
do RNAm do P2X7R no DRG ipsilateral em 6 horas de inflamação. Paralelamente, (Blum et 
al., 2014) viram que a sensibilidade das SGC ao ATP é duas vezes maior no DRG durante 
uma inflamação sistêmica persistente, assim como a excitabilidade neuronal também é 
aumentada. Dessa maneira, estes dados sugerem um recrutamento de receptores purinérgicos 
no DRG, provavelmente o P2X7R das SCG, que desempenham um papel fundamental no 
desenvolvimento de hiperalgesia inflamatória. 
 
7.5 Papel dos receptores P2X7 na síntese e na liberação de IL-1β no DRG durante o 
processo inflamatório 
A IL-1β é uma das citocinas pró-inflamatórias centrais no controle da resposta 
inflamatória e é expressa constitutivamente a níveis baixos ou não detectáveis em 
praticamente todos os tipos celulares do sistema nervoso. Inicialmente a IL-1β é sintetizada na 
forma de uma pró-citocina inativa que, quando induzida por outros estímulos, é clivada pela 
caspase-1 para produzir a forma madura e biologicamente ativa. Existem uma grande 
variedade de estímulos que podem afetar nos processos de transcrição, tradução, clivagem e 
liberação celular da IL-1β. Um estímulo pró-inflamatório por lipopolissacarídeo ou 
prostaglandina E2, por exemplo, leva a expressão de pró-IL-1β (Allan et al., 2005). 
Entretanto, a sua clivagem em IL-1β madura ou a liberação celular são processos induzidos 
pela ativação de receptores P2X7 (Ferrari et al., 2006). 




Nossos resultados da imunofluorescência mostraram que o estímulo inflamatório 
induzido pela administração de CFA na pata de ratos promoveu a expressão de IL-1β no 
gânglio da raiz dorsal, essencialmente nas células satélites. A marcação para IL-1β sobrepôs à 
marcação do GFAP e da glutamina sintetase, mostrando o acúmulo dessa proteína ao redor 
dos núcleos das células satélites. De fato, em experimentos realizados in vitro observa-se que 
apenas uma fração <10% da IL-1β produzida por monócitos ativados é liberada no meio 
extracelular, sendo que o restante acumula-se no citoplasma (Dinarello, 2004). Em contraste, 
grandes quantidades de IL-1β são liberadas após ativação do receptor P2X7 por ATP em 
culturas de macrófagos, células de Schwan, astrócitos e microglia (Colomar et al., 2003; 
Rampe et al., 2004; Ferrari et al., 2006; Clark et al., 2010; Monif et al., 2010). Entretanto, em 
nossas imagens não é possível identificar se está ocorrendo a clivagem da IL-1β, porque o 
anticorpo anti-IL-1β utilizado reconhece tanto a pró-IL-1β quanto sua forma madura.  
O papel dos receptores P2X7 para a clivagem e liberação da IL-1β ativa é bastante 
conhecido em diversos tipos celulares, mas a sua relação com a síntese de IL-1β não é 
discutida. Nossos resultados de dosagem da IL-1β in vitro demonstraram que a ativação do 
receptor P2X7 por si só não provoca a síntese de IL-1β nas células satélites. De fato, para ver a 
liberação de IL-1β no meio de cultura, foi necessário realizar um estímulo por 
lipopolissacarídeo (LPS) nas células satélites para que as mesmas sintetizassem IL-1β, assim 
como Colomar et al. (2003); Rampe et al. (2004); Allan et al. (2005) realizaram em seus 
trabalhos. Por outro lado, na imunofluorescência vimos que, quando realizamos o knockdown 
dos receptores P2X7 através do tratamento com antisense ODN, existe uma redução na síntese 
de IL-1β em relação ao controle hiperalgésico. Portanto, é provável que a ativação do receptor 
P2X7 não esteja relacionada com a produção da IL-1β, mas de alguma maneira, a ausência do 
receptor nas células satélites parece reduzir os níveis de IL-1β intracelular.  
Vários trabalhos têm mostrado alterações nas células satélite devido a uma 
inflamação periférica ou lesão do nervo, como o aumento da produção de IL-1β (Guo et al., 
2007; Takeda et al., 2007) e da expressão de receptores purinérgicos (Kushnir et al., 2011). 
Nós também verificamos que SGC são desencadeados pelo estímulo inflamatório a aumentar 
a expressão de IL-1β in vivo e a síntese de IL-1β in vitro, mas esses níveis cumulativos de IL-
1β intracelular na SGC não foram modulados pelo P2X7R. Não está claro qual o mecanismo 
subjacente ao aumento da síntese de pro-IL-1β na SGC após a inflamação no tecido 
periférico. Nos experimentos in vitro, o próprio LPS poderia estar desencadeando a síntese do 
precursor de IL-1β nas culturas de SGC através da estimulação dos receptores Toll-like 4 




(TLR4) (Tse et al., 2014). No entanto, nossos experimentos in vivo usando modelos de 
inflamação induzida por CFA, carragenina ou IL-1β, apesar do estímulo inflamatório 
acontecer na periferia, de alguma maneira as células satélites foram estimuladas a sintetizar 
IL-1β. É provável que, além de ATP, outro mediador liberado pelo neurônio no DRG 
promova o aumento da síntese de IL-1β nas células satélites.  
Um possível papel para os receptores P2X7 das SGC no desenvolvimento da 
hiperalgesia inflamatória seria a regulação da maturação e liberação de IL-1β no DRG. Assim 
como em culturas de células de Schwan e microglia (Colomar et al., 2003, Rampe et al., 
2004), nossos resultados demostraram que a ativação do receptor P2X7 promove a liberação 
de IL-1β madura também nas culturas de células satélites pré-estimuladas com LPS. 
Paralelamente, o co-tratamento com o antagonista de P2X7R impediu a liberação de IL-1β 
induzida pelo agonista, onde os níveis da citocina encontrados no meio de cultura foram 
similares aos do grupo controle somente pré-estimulado com LPS. Portanto, neste estudo 
demonstramos pela primeira vez que a ativação dos receptores P2X7 promove a liberação da 
IL-1β madura pelas células satélites no gânglio da raiz dorsal. Assim, níveis elevados de IL-
1β madura no DRG aumentam a ação excitadora da IL-1β diretamente nos receptores IL-1RI 
dos corpos neuronais (Obreja et al., 2002; Özaktay et al., 2006) e, secundariamente, 
aumentam a liberação de PGE2 no DRG, um mecanismo que compreende a chave para o 
desenvolvimento da hiperalgesia no tecido periférico (Neeb et al., 2011; Araldi et al., 2013). 
 
 
8. CONCLUSÃO  
É possível que a comunicação entre SGC e neurônios no DRG represente um 
mecanismo de sinalização nas vias sensoriais (Hanani, 2005; Dublin and Hanani, 2007). 
Inclusive, Retamal et al. (2014) sugerem que existam vias de comunicação parácrinas entre SGC 
e os neurônios através da abertura de hemicanais de conexina 43 e panexina 1, modulando a 
excitabilidade dos neurônios sensoriais. Em parte, esse mecanismo pode estar relacionado com a 
ativação de receptores P2X7, já que quando ativados aumentam a permeabilização celular por 
promover a abertura de diferentes hemicanais. E já se sabe que canais de panexina 1 estão 
parcialmente envolvidos nesse processo de permeabilização via P2X7R (Baroja-Mazo et al., 
2013; Retamal et al., 2014). 
Nossos resultados comprovaram a presença funcional dos receptores P2X7 nas 
células satélites gliais e forneceram evidências da participação ativa das SGC durante o 




desenvolvimento da hiperalgesia inflamatória no tecido periférico, sugerindo um papel 
específico para os receptores P2X7 na comunicação neurônio-glia associada à regulação da 
liberação de IL-1β no DRG. Sugerimos que, durante a inflamação do tecido periférico, a IL-
1β como mediador inflamatório periférico deve estar atuando no receptor IL-1RI dos 
neurônios aferentes primários induzindo a liberação somática de ATP no DRG, que por sua 
vez ativa os receptores P2X7 nas SGC ao redor. Ao mesmo tempo, de acordo com nossos 
resultados as SGC são induzidas pela inflamação periférica a aumentar a expressão de IL-1β. 
Em seguida, a ativação de receptores P2X7 induzida por ATP leva ao processamento e 
liberação da IL-1β madura no DRG. A IL-1β liberada no DRG aumenta a biossíntese de 
PGE2, estimulada pelas enzimas COX. Consequentemente, a PGE2 liberada no DRG pode 
estar sensibilizando os neurônios sensoriais vizinhos, contribuindo para o desenvolvimento e 
instalação da hiperalgesia. 
Em conclusão, a ativação dos receptores P2X7 induzida por ATP no DRG e a 
consequente liberação de IL-1β revelam a importância dos eventos nas células satélites gliais 
e no gânglio da raiz dorsal como novos alvos farmacológicos para controlar a hiperalgesia 
inflamatória do tecido periférico. O aumento da atividade das enzimas COX no DRG 
induzido pela liberação glial da IL-1β, sugere que as células do DRG que expressam COX 
representam um importante sítio de ação de antiinflamatórios não-esteróides (AINE), 
geralmente utilizados como analgésico no controle da dor inflamatória (Grösch et al., 2017). 
Além disso, antagonistas de receptores IL-1RI bem como de P2X7R poderiam ser utilizados 
visando os gânglios sensoriais para tratar doenças inflamatórias. A importância de se estudar 
os mecanismos periféricos prevê a busca de novos alvos para que os fármacos atuem fora do 
sistema nervoso central. Assim, o desenvolvimento de sistemas drug-delivery de fármacos nos 
gânglios sensoriais aumentaria a eficácia dos fármacos analgésicos, além de preservar o 
sistema nervoso central e outros tecidos dos efeitos colaterais. 
 
  





Nossos dados demonstram a importância do receptor P2X7 expresso nas células 
satélites gliais do DRG, durante um estímulo inflamatório periférico, e como alterações nesses 
receptores podem estar contribuindo para o aumento da excitabilidade neuronal associado à 
nocicepção. Ao longo da execução do projeto surgiram vários questionamentos que aqui 
sugerimos como continuação da linha de pesquisa para futuros trabalhos.  
 
Demonstrar a liberação de ATP no DRG e investigar os mecanismos nos quais o estímulo 
inflamatório periférico leva à liberação de ATP no DRG pelo corpo celular dos neurônios.  
 
Resultados anteriormente obtidos em nosso laboratório (Araldi, 2012) 
demonstraram que a administração de IL-1β e carragenina, mas não prostaglandina E2 
(PGE2), no tecido periférico induz hiperalgesia que depende da liberação de IL-1β no DRG. 
No presente trabalho, vimos que a liberação da IL-1β no DRG depende da ativação dos 
receptores P2X7 presente nas células satélites. Diante disso, seria interessante demonstrar a 
liberação de ATP e investigar quais os mecanismos periféricos que faz com que os neurônios 
sensibilizados liberam ATP no DRG, promovendo a ativação do receptor P2X7 expresso nas 
células satélites. 
 
Investigar qual outro mediador liberado pelo neurônio leva ao aumento da síntese e acúmulo 
de IL-1β intracelular nas células satélites. 
 
Embora o ATP estimule a liberação de IL-1β, os dados deste trabalho não denotam 
relação do P2X7R com o aumento intracelular dessa citocina nas SGC e, portanto, outro 
mediador deve estar envolvido e poderia estar sendo co-liberado com ATP para induzir a 
síntese de IL-1β. Nos gânglios sensórias, já foi descrito uma liberação de mediadores 
químicos dependente de influxo de íons cálcio pelos corpos dos neurônios (Huang and Neher, 
1996). Dados publicados pelo nosso grupo (Ferrari et al., 2014) demonstraram que células do 
DRG liberam glutamato, o qual ativa receptores NMDA, em particular o subtipo NR3A nas 
SGC. A substância P é outro candidato, que também possui receptor nas SGC, a intermediar o 
aumento de IL-1β nas SGC após a liberação de mediadores inflamatórios no tecido periférico 
(Matsuka et al., 2001). Também, em culturas de células trigeminais de rato, o tratamento com 
IL-1β estimula a liberação do peptídeo relacionado com o gene da calcitonina (CGRP) através 




de um mecanismo dependente da síntese de PGE2 induzida por COX-2 (Neeb et al., 2011). 
Sabendo que as células satélites possuem receptores para substância P (Matsuka et al., 2001), 
NMDA (Castillo et al., 2013; Ferrari et al., 2014) e CGRP (De Corato et al., 2011), esses 
mediadores neuronais podem estar participando da sinalização neurônio-glia induzindo o 
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Our work has provided evidence on the involvement of satellite glial cells (SGC) 
from dorsal root ganglia (DRG) in the development of inflammatory hyperalgesia in 
peripheral tissue as result of a communication with neurons. We have previously 
demonstrated that during inflammation of peripheral tissue, the development of inflammatory 
hyperalgesia depends on the activation of  interleukin-1 receptor 1 (IL-1R1) on primary 
afferent neurons by the interleukin-1 beta (IL-1β) released in peripheral tissue, which in turn 
induces the release of IL-1β in DRG. In the current PhD project, we demonstrated that ATP 
released by neurons and activation of P2X7 receptor expressed by SGC mediates this release 
of IL-1β in DRG. In other words, the activation of peripheral IL-1 receptor on primary 
afferent neurons induces the release of ATP in DRG that activates P2X7 receptor from 
surrounding SGC. Then, ATP-induced P2X7 receptor activation leads to cleavage and release 
of mature IL-1β in DRG, but not the synthesis of IL-1β by SGC. However, it is not clear the 
mechanism underlying the increase of IL-1β synthesis in SGC following the inflammatory 
process in peripheral tissue. There is evidence that IL-1β in peripheral tissue can increase the 
excitability of primary afferent neuron by modulating NMDA receptor. Also, chemical or 
electrical stimulation of primary afferent neuron induces the releasing of substance P and 
glutamate in addition to ATP. Because SGC have receptors to substance P and NMDA, it is 
plausible to hypothesize that these neuronal mediators may participate of the crosstalk 
between primary afferent nociceptor and SGC to induce IL-1β synthesis in SGC during 
peripheral inflammatory stimulus. Therefore, the aim of this work was to use in vivo confocal 
imaging and specific biosensor cells in dorsal root ganglion to verify if inflammatory stimuli 
in peripheral tissue induces the release of mediators such as ATP, glutamate and substance P 





1.1 Brief Review of Literature  
 
Interleukin-1 beta (IL-1β) is one of the main proinflammatory cytokines 
associated with pain 1. IL-1β directly enhances neuronal excitability by biding on interleukin-
1 receptor 1 (IL-1R1) expressed on sensory neurons 2,3 and indirectly by activating 
cyclooxygenases enzymes (COX) that will produce prostanoids, which are able of sensitizing 
nociceptors through EP1 receptors 4. The higher levels of COX expression and subsequent 
enhanced prostaglandin synthesis and release in DRG are the key for the development of 
hyperalgesia during peripheral inflammation 5.   
Besides mediator-induced hyperalgesia, P2X-type purinergic receptors play an 
important role in the development of pain in several tissues (for review see 6). Although there 
are several studies describing the function of neuronal receptors, it is still not known the role 
of P2X7 receptors (P2X7R), a selective cation channels activated by ATP expressed only in 
satellite glial cells (SGC) of dorsal root ganglia (DRG) 7. In macrophages and microglia, it 
was shown that ATP-induced P2X7R activation is essential to maturation and release of IL-1β 
after an inflammatory stimulus 8–10.  
Takeda and coworkers 10 showed that inflammation in peripheral tissue leads to 
IL-1β upregulation in satellite glial cells from trigeminal ganglion (TRG). In the same way, 
previous work in our laboratory demonstrated that peripheral inflammation induced by 




carrageenan, IL-1β or Complete Freund’s adjuvant (CFA) administered in rat's hindpaw also 
induces IL-1β upregulation in DRG (manuscript in preparation). It was reported that electrical 
stimulation of DRG neurons promotes vesicular ATP release from their soma 12. Glial cells 
are non-electrically excitable, however they could display excitability based on changes in 
intracellular Ca2+ concentration 13. Thus, ATP and IL-1β, through P2X7R activation causing a 
Ca2+ influx in SGC, could be the major mediators involved in a crosstalk between neurons 
and SGCs for hyperalgesia.  
 
1.2 Previous Results 
 
So far, in the current PhD project, we have demonstrated a crosstalk between 
neurons and satellite glial cells (SGC) in dorsal root ganglion (DRG) that indicates SGC play 
a role in the development of inflammatory hyperalgesia in peripheral tissue. We have 
previously demonstrated in other work (manuscript in preparation) that during inflammation 
of peripheral tissue, the development of inflammatory hyperalgesia depends on the activation 
of interleukin-1 receptor 1 (IL-1R1) on primary afferent neurons by IL-1β released in 
peripheral tissue, which in turn induces the release of IL-1β in DRG. In the current PhD 
project we have demonstrated that ATP released by neurons and activation of P2X7 receptor 
expressed by SGC mediates the releasing of IL-1β in DRG. In other words, during peripheral 
tissue inflammation, the activation of peripheral IL-1R1 on primary afferent neurons induces 
the release of ATP in DRG that activates P2X7R from surrounding SGC. At the same time 
SGC are somehow induced by peripheral inflammatory stimulus to increase pro-IL-1β 
synthesis. Then, ATP-induced P2X7R activation leads to cleavage and release of mature IL-
1β in DRG. Therefore, the IL-1β released in DRG will enhance DRG neurons excitability, 
maintaining the hyperalgesia. 
 
2. CHANGES ON THE INITIAL PROJECT AND JUSTIFICATION 
 
Initially, we had proposed to perform in vivo calcium imaging experiments using 
the dorsal root ganglion or the trigeminal ganglion. Both are sensory ganglia that exhibit 
similar somatosensory physiology and have a well-defined peripheral field. We decide to 
focus on the trigeminal ganglion (TG) because the surgery to expose the TG was recently 
established in the laboratory and all the equipment including the confocal rig and stage, the 
anesthesia and the perfusion system were already settled for TG. 
We had also proposed to use transgenic mice expressing GCaMP in sensory 
neurons to measure responses (intracellular Ca2+ increases) to stimulation and to implant 
biosensor cells to measure ATP, glutamate, or Substance P release.  During the course of the 
study, novel genetically-engineered mice became available which obviated the need to 
implant biosensor cells.  Namely, we obtained and generated a colony of GFAP-GCaMP6s 
mice.  These mice express GCaMP in the satellite glial cells (SGC) that surround sensory 
neurons.  Thus, GCaMP-expressing satellite glial cells provide an endogenous 
"biosensor".  There was no need to attempt to implant biosensor cells.  
GFAP-GCaMP6s mice have never been cited before in the literature and we 
believe this is the first time that calcium responses from SGC have been recorded in vivo. We 
made excellent progress in determining the parameters for stimulating responses from the 
SGC biosensors. During peripheral inflammation, we could monitor calcium responses 
induced by a peripheral stimulation in SGC, confirming the crosstalk between neurons and 
SGC in trigeminal ganglion. We also began to investigate whether ATP, glutamate, or both 




transmitters were activating the SGC biosensors during stimulation. Thus, we decide to focus 
our efforts on pioneering experiments that might lead to higher impact publications in the 
scientific community. 
 
3. ACCOMPLISHED ACTIVITIES 
 
During the internship, I not only learned in vivo calcium imaging and related 
techniques (for example, anterograde labeling of trigeminal neurons and surgery to ligate the 
infraorbital nerve), but also obtained preliminary results regarding inflammatory hyperalgesia 
using a novel strain of transgenic mice, GFAP-GCaMP6s mice. Although Prof. Roper’s 
techniques have resulted in high-impact publications vis-à-vis taste-evoked signals in 
geniculate ganglion  14–17 , he is now interested in applying his techniques to investigate oral 
pain through a promising international cooperation with our laboratory.  This international 
collaboration will also contribute importantly to several other of our projects through my link. 
During my twelve month-internship, I accomplished activities in laboratory 
training and research, as described below, and also on Responsible Conduct of Research 
(RCR) training. I actively participated in weekly lab meetings held jointly with the laboratory 
of Dr. Nirupa Chaudhari, Professor of Physiology & Biophysics, where progress in the lab is 
presented and critiqued by all lab members. I had also attended departmental and campus-
wide seminars presented by University of Miami faculty and visiting scholars from other 
institutions. 
 
Activities on Laboratory Training and Research 
 
(1) I learned and mastered the delicate surgery needed to expose the trigeminal ganglion 
in anesthetized mice.  This is a very delicate and demanding procedure (for more 
details of surgery, see topic 4.3). 
(2) I learned and mastered how to operate a scanning laser confocal microscope rig that 
was tailored for live animal imaging.  This rig included a perfusion system to allow 
one to stimulate the trigeminal ganglion via oral lavage (for more details, see topic 
4.4). 
(3) I learned and mastered how to collect data from real-time imaging of neuronal 
activity in trigeminal ganglion cells in living, anesthetized mice, using transgenic 
mice that express an activity-dependent fluorescent protein (GCaMP3 or GCaMP6s) 
in sensory ganglion cells (for more details, see topic 4.2). 
(4) I learned and mastered the confocal data collection and analysis using advanced 
software such as ImageJ, MatLab, GraphPad Prism for data processing and statistics. 
(for more details, see topic 4.5).  
(5) I developed and performed a new technique in the lab for tracing trigeminal neurons 
that specifically innervate the tongue.  This is peripheral field stimulation during in 
vivo calcium imaging (for more details, see topic 4.6). 
(6) I developed and performed a new surgery in the lab for chronic constriction of the 
distal infraorbital nerve (ION) as a model of trigeminal nerve injury in mouse (for 
more details of surgery, see topic 4.7). 
(7) I learned and mastered how to administer drugs systemically via retro-orbital injection 
into the venous sinus in adult mice.  This procedure rapidly and efficiently delivers 
drugs into the trigeminal ganglion during in vivo calcium imaging (for more details, 
see topic 4.9). 




(8) I performed in vivo calcium imaging experiments with transgenic mice that express 
GCaMP in sensory neurons to demonstrate neuronal sensitization, using the following 
pain models: 
a. Capsaicin (100 µM in artificial saliva) delivered via oral lavage; 
b. CFA-induced peripheral inflammatory hyperalgesia, injected (50µl 1:1 in 
saline) into the ipsilateral masseter muscle 6 hours prior to imaging;   
c. IL-1β (0.5 - 1 pg in 30 µl of Tyrode’s solution) applied topically onto the 
exposed trigeminal ganglion during imaging. 
(9) I performed histological characterization by immunofluorescence of trigeminal 
ganglia dissected from the novel lineage of GFAP-GCaMP6s transgenic mice to 
confirm GCaMP-expressing satellite glial cells (for more details, see topic 4.10). 
(10) I performed physiological characterization of trigeminal neurons in vitro using ganglia 
dissected from the novel lineage of GFAP-GCaMP6s transgenic mice.  This confirmed 
that satellite glial cells could be imaged and their evoked responses recorded. 
(11) I determined parameters for stimulating responses from the satellite glial using GFAP-
GCaMP6s transgenic mice for in vivo calcium imaging experiments. 
(12) I performed in vivo calcium imaging experiments with GFAP-GCaMP6s mice to 
demonstrate neuron-glia communication in sensory ganglion, using the following pain 
models: 
a. IL-1β (0.5 - 1 pg in 30 µl of Tyrode’s solution) directly topically onto the 
exposed trigeminal ganglion during imaging; 
b. Chronic constriction injury (CCI) of the infraorbital nerve (ION);  
c. CFA-induced peripheral inflammatory hyperalgesia, injected (50µl 1:1 in 







Experiments were performed using adult male and female mice (ages 10 weeks to 
1 year) that express GCaMP3 in sensory neurons, or GCaMP6s in satellite glial cells. Animal 
care and handling procedures were in accordance with IASP guidelines for the use of animals 
in pain research 18 and all procedures for surgery and euthanasia were approved by the 
Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) of University of Miami. 
 
4.2 GCaMP transgenic mice lines 
 
GCaMP3 is a genetically-encoded calcium-sensitive protein whose fluorescence 
intensity is dramatically increased following neuronal activation and the consequent rise in 
intracellular calcium. Its successor, GCaMP6s, is an ultrasensitive detector with improved 
signal-to-noise 19. GCaMP3 expression in sensory neurons is driven by the selective Pirt 
promoter, which is expressed in almost all primary sensory neurons (Figure 1A), from both 
DRG and TG, and is not expressed in glia or in other tissues 17,20. The expression of 
GCaMP6s in satellite glial cells is driven by the glial fibrillary acidic protein (mGFAP) 
promoter (Figure 1B). This is the first time that such transgenic line is characterized, there is 
no reference in literature up to date using this strain.  
  






Figure 1 - GCaMP transgenic mice lines. Confocal micrographs of a trigeminal ganglion 
from transgenic mice that express the calcium indicator GCaMP in sensory neurons (A) or in 
satellite glial cells (B). 
 
4.3 Surgery to expose the trigeminal ganglion 
 
Mice were anesthetized with a mixture of 120 mg/kg Ketamine and 10 mg/kg 
Xylazine injected intraperitoneal. During the surgery, mice were regularly tested for depth of 
anesthesia by pinchinig their paws with forceps.  If the animal showed a withdrawal reflex, sub 
doses of only Ketamine were administrated intramuscularly.  These procedures maintained an 
adequate plane of anesthesia throughout the surgery and imaging session. After injecting 
ketamine/xylazine and reaching a sufficient depth of anesthesia, mice were transferred to a 
heating pad coupled to a removable microscope stage.  Their body temperature was monitored 
using a rectal thermometer and kept at 35 ± 1 °C. After deep anesthesia was reached, the top of 
the animal’s head and the right-side cheek were carefully shaved, avoiding the eyes and the 
whiskers area.  An eye ointment was applied to protect the cornea. The surgery to expose the 
trigeminal ganglion has two parts and consists in a non-recovery surgery.   
In the first part of the surgery, mouse was moved to a supine position with forepaws 
gently fixed by tape, and neck stabilized using a thread, fastened to the table, to hold the 
mouse’s teeth (Figure 2A). A 2-cm incision was made at the middle line of the neck starting 
below the chin towards the sternum. Submandibular salivary glands and the sternohyoideus 
muscle were bluntly separated and retracted using weights attached to small fish hooks.  This 
exposed the animal’s trachea and esophagus (Figure 2B). Small pieces of absorbent paper were 
used to contain minor bleeding and to keep the area dry. The exposed trachea was then 
cannulated to facilitate animal’s respiration during oral stimulus presentation: a small incision 
was made transversally in trachea after the first ring and a ~3 cm catheter (polyethylene tubing 
PE 50) was inserted until reach the10th trachea ring. One tight ligature of 6.0 silk suture was 
made to avoid fluids entering in the trachea and to keep the catheter in place (Figure 2C). Next, 
another catheter ( ~7 cm long polyethylene tubing PE 50) was passed through the mouth and 
into the esophagus to provide uniform stimulus delivery (retrogradely) into the oral cavity 17. 




The end of the tubing that remained inside the mouth was flared to prevent the catheter from 
entering the esophagus and to hold it in the oral cavity. During insertion, a small plug made of 
dark glass was inserted into the other end of the catheter (Figure 2D) to allow us to visualize 
the catheter passing through the esophagus.  This facilitated inserting the esophageal catheter 
and drawing it out through a small incision about 1 cm from the pharynx. The catheter was 
fixed in place with 6.0 silk suture (Figure 2E and 2F) tied firmly around the esophagus. After 
trachea and esophagus cannulation, the neck wound is closed with 2 tight ligatures using 6.0 
silk suture thread. 
 
Figure 2 – First part of the surgery to expose the trigeminal ganglion. In a deeply 
anesthetized mouse positioned supine (A), trachea was exposed (B) and cannulated (C) for 
facilitated respiration. Another catheter (D) was passed through the esophagus (E) to allow 
uniform stimulation of oral cavity. To keep both trachea and esophagus catheter in place, one 
ligature of 6.0 silk suture was made around each organ (F). 
 
In the second part of the surgery, mouse was placed in prone position for surgical 
exposure of the trigeminal ganglion. The skin (top of the head and the right-side cheek) 
previously shaved was cut and carefully removed or retracted. The exposed cranium was 
cleaned of any connective tissue or hair and then a nylon screw (#4-40 flat) was glued to the 
opposite side of the skull, between the left eye and ear, using acrylic resin (Figure 3A). After 
the glue set (approx. 15 min), the screw was secured in a custom head holder that stabilized 
the animal’s head to minimize movements caused by breathing. The muscle tissue on the right 
dorsolateral side of the skull was carefully cauterized, as shown by Figure 3B, to expose the 
zygomatic arch, carefully avoiding the carotid artery. Then, the zygomatic arch was removed 
and a small cranial window was opened on the temporal bone using a diamond drill (Figure 




3C). A hemispherectomy was performed using a fire-polished Pasteur glass pipette by 
carefully aspirating part of the brain that overlays the trigeminal ganglion. Bleeding is 
common during aspiration and was controlled using small pieces of absorbent paper. From the 
moment of exposure, the ganglion was intermittently rinsed with Tyrode’s solution to clean 
and to maintain a favorable neuronal environment. A needle was adapted and connected to a 
vacuum system for continuously suction of fluid from the cavity. Only a very clean 
preparation allows optical access to the surface of the trigeminal ganglion during imaging 
(Figure 3D). Due to the curvature of the trigeminal ganglion, a perfect angle of the head is 
also needed for confocal imaging. After imaging the ganglion and at the conculsion of the 
experiment, mice were euthanized while still under anesthesia. 
 
Figure 3 – Second part of the surgery to expose the trigeminal ganglion. In a deeply 
anesthetized mouse positioned prone, a nylon screw was glued between the left eye and ear 
(A) and secured in a custom head holder. Muscle tissue on the dorsolateral side of the skull 
was cauterized (B), the zygomatic arch removed, and a small cranial window was opened (C). 
A hemispherectomy was performed by careful aspiration to allow optical access to the dorsal 
part of the trigeminal ganglion (D). The surgery to expose the trigeminal ganglion is a non-
recovery surgery and after the experiments all mice were euthanized while still anesthetized. 
 
4.4 Functional imaging and peripheral stimulation protocol 
 
The surgically prepared mouse was transferred to the stage of an Olympus 
FV1000 confocal microscope equipped with a long working distance, 10X objective (N.A. 
0.3), that allowed us to image the exposed ganglion in an anaesthetized mouse as shown in 




Figure 4. Confocal recordings of GCaMP3 or GCAMP6s-labelled trigeminal cells were 
acquired using 488 nm laser excitation with a 505–605 nm emitter filter.  Scans of neuronal 
activity were collected at ∼1 hz. During recordings, stimuli (5 mL over 10 sec) were applied 
through the esophageal tube into the oral cavity at 90 sec intervals (Figure 5A). Between 
stimuli, oral temperature was maintained by a continuous slow flow (∼4 mL/min) of artificial 
saliva, heated to 32 °C into the animal’s mouth (i.e. orthograde flow). Oral temperature was 
continuously monitored and recorded by a miniature temperature probe. Baseline fluorescence 
was recorded for a minimum of 60 sec at the beginning of each recording (Figure 5B). 
 
 
Figure 4 – Experiment set up by the confocal microscopy. The surgically prepared mouse 
was positioned under an objective of long working distance which allowed us to image the 
exposed trigeminal ganglion. 
 





Figure 5 - Functional imaging and peripheral stimulation protocol. (A) Trigeminal 
ganglion was exposed via a cranial window in the dorsolateral skull. During recordings, the 
peripheral stimuli were applied through the esophageal tube into the oral cavity, which is the 
peripheral field of the mandibular nerve (V3) neurons. (B) Using confocal calcium imaging, 
we can monitor the activity in large ensembles (>1000) of trigeminal neurons to record orally-
evoked responses. 
 
4.5 Data collection and analysis 
 
Recordings of neural activity (confocal scans) were digitized and stabilized using 
FIJI (ImageJ). Baseline-subtracted videos were used to identify areas with potential responses 
and regions of interest (ROIs) were manually drawn over individual ganglion neurons or 
around satellite glial cells. ROIs were used to quantify and analyze Ca2+ responses (i.e. 
increase in fluorescence, F) in MatLab. We used custom Matlab code, modified from 17, 
which corrects for small baseline drifts. Calcium transients were quantified as peak stimulus-
evoked fluorescence change (ΔF/F0). The criterion for a positive response was defined as any 
signal (ΔF/F0) that exceeded 5 times the standard deviation of baseline recording (i.e. signal 
recorded in the absence of stimulation). A single field of view, within the V3 area of the 
trigeminal ganglion, was analyzed for each experimental animal. 
 
4.6 Anterograde tracing of trigeminal neurons 
 
Mice were anaesthetized with ketamine and xylazine (intraperitonially 120 mg/kg 
ketamine, 10 mg/kg xylazine) and placed supine on a far infrared warming pad. The animal’s 
tongue was gently retracted to the side using blunt forceps. Two microliters of Fast DiI (5 
mg/mL in DMSO), previously warmed to ~40°C, was injected subcutaneously into both sides 
of the tongue tip (see Figure 6), using a 5 µl Hamilton syringe and a 32-gauge needle. 
Bleeding, if any, was stopped using a cotton swab and then Fast DiI was injected into a 
different site. Immediately after and between each injection, the tongue was returned to 
mouse's mouth to prevent drying of the mucosal surface. After the procedure and while the 
animal was still anesthetized, mice received an analgesic treatment consisting on a single dose 




of Buprenorphine (subcutaneously 0.1 mg/kg). During the recover from anesthesia, mice were 
maintained in their home cage and supervised at least half day for any obvious signs of pain, 
and then returned to the animal's room. Mice were provided with water and gelatinized food 
for 48 hours to offer nutrition and hydration during recovery. Experiments were performed 
with these animals at least 1 week after the dye application. 
 
 
Figure 6 – Anterograde tracing of 
trigeminal neurons. In an 
anaesthetized mouse, its tongue was 
gently pulled out and 2 µl of a warm 
solution of Fast DiI (5 mg/mL in 
DMSO) was injected in each side of 
the tongue tip (black arrows). 
 
 
4.7 Partial ligation of the infraorbital nerve (pIONL) 
 
Surgical procedures were adapted from 21 and conducted under total sterile 
condition. Mice were anaesthetized with ketamine and xylazine (intraperitonially 120 mg/kg 
ketamine, 10 mg/kg xylazine) and kept on a far infrared warming pad (35 °C). Mice were 
place prone with the head fixed on a head-holder attached to the table.  Eyes were lubricated 
with sterile ophthalmic ointment. The head-holder and surgical tools were washed and cold-
sterilized for 15 minutes in chlorhexidine solution (Nolvasan) before use. The skin between 
the eye and whisker pad was gently shaved without damaging the whiskers, and then 
scrubbed with chlorhexidine solution. A small clean incision of 0.4 cm was made parallel to 
the mid-line beginning at the caudal end of the whisker rows towards the ipsilateral orbit, 
using the lacrimal bone of the zygomatic arch as a point of reference. The superficial fascia 
was bluntly separated to expose the infraorbital nerve (ION) trunk at its distal segment outside 
the orbital cavity. The ION was freed from surrounding connective tissue with gentle 
spreading using blunt Vannas scissors to create lateral and medial tunnels alongside the 
infraorbital nerve. The tunnels allowed us to pass a custom-made sterile blunt probe 
containing short length of 6-0 silk suture under the infraorbital nerve, similar to that described 
in 22. Two ligatures separated by 1 mm were loosely tied around the distal part of the ION in 
such a way that the diameter of the nerve was reduced by 50%, enough to retard, but not cut 
off the superficial vasculature (Figure 7). Next, the wound was checked for hemostasis and 
the skin incision was closed using two ligatures of 6.0 silk sutures. After surgery, 0.5-1 mL of 
warmed Lactated Ringer's Solution (LRS) was injected subcutaneous to keep mice warm and 
make for faster recovery from anesthesia. During this time, the mouse was maintained in its 
home cage and supervised at least half day for any obvious signs of pain, and then returned to 
the animal’s room. Mice were provided with water and gelatinized food for 48 hours to offer 
nutrition and hydration during recovery. Experiments were performed with these animals at 
least 1 week after the pIONL surgery. 





Figure 7 – Partial ligation of 
the infraorbital nerve 
(pIONL). The infraorbital 
nerve trunk at its distal 
segment was surgically 
exposed and loosely tied by 
two ligatures of 6.0 silk 
sutures separated each other 
by 1 mm. 
 
 
4.8 CFA-induced peripheral inflammation 
 
The most common persistent orofacial pain condition is the temporomandibular 
joint disorder (TMJD). We adapted a rat model of TMJD already described on literature 23,24 
to our trigeminal experiments, because they have been shown that CFA-induced TMJD 
upregulated GFAP, IL-1 beta and TRPV1 expression in trigeminal cells. Briefly, complete 
Freund’s adjuvant (CFA, 50 µL 1:1 oil/saline suspension) was slowly injected into the 
unilateral masseter muscle (ipsilateral to the exposed trigeminal) of mice, under brief 
isoflurane anesthesia, and then returned to its cage.  
 
4.9 Retro-orbital injection 
 
Retro-orbital injection, already described on literature 25, in this work it was used 
to delivered drugs into the trigeminal tissue during the in vivo confocal imaging. Briefly, the 
skin above the eye was pulled in toward the body to protrude the eye. An insulin syringe was 
positioned bevel up at 45° angle to the nose and inserted 2-3 mm through the medial canthus 
and behind the eye ball (see Figure 8), avoiding touching the bone behind the eye. The 
solution (≤ 100 µl) was carefully injected into the retro-orbital sinus without disturbing the 
head position for imaging.  After injection, a small amount of blood or solution can come out 
from the injected site, but if the injection was accurately performed this weeping will not 
occur. 





Figure 8 - Retro-orbital injection. In an anaesthetized mouse, an insulin syringe was 
positioned bevel up at 45° angle to the nose and inserted 2-3 mm through the medial canthus 
and behind the eye ball. 
 
4.10 Immunofluorescence of the GFAP-GCaMP6s trigeminal ganglion 
 
A GFAP-GCaMP6s mouse was perfused with PBS followed by 4% 
paraformaldehyde solution, and both trigeminal ganglia were dissected and post-fixed in 4% 
paraformaldehyde for 1-2 hours. Both ganglia were then washed three times, 15 min each 
time, with PBS and cryoprotected overnight with 30% sucrose. Each trigeminal ganglion was 
embedded in OCT compound and cut at 25 μm using a cryostat. The sections were processed 
for immunofluorescence, first permeabilized with 1% Triton-X in PBS for 30 min, and then 
blocked with 4% normal goat serum in PBS. Sections were then immunostained with anti-
NeuN (1: 1,000) and anti-GFP (1: 1,000) and then incubated in a mixture of secondary 
antibodies Cy3 or Alexa Fluor 488 conjugate (1: 1,000). After final washing, the sections 
were mounted with Fluoromount-G.  
 
5. RESULTS  
 
5.1 Anterograde tracing with Fast DiI identifies trigeminal neurons that innervate the 
tongue 
 
To record responses from trigeminal neurons that innervate the oral cavity, we 
injected a solution of Fast DiI (5 mg/mL in DMSO) into the tongue (2 µl each side) of 
anesthetized Pirt-GCaMP3 mice (express calcium indicator in sensory neurons) and let the 
animals recover. After one week, mice were euthanized, and trigeminal ganglia were viewed 
with confocal imaging (Figure 9A). FAST DiI tracing shows several labeled neurons situated 
where the mandibular nerve (V3) entered the trigeminal ganglion (Figure 9B). This area was 
taken as reference for the following functional imaging experiments. 





Figure 9 – Anterograde tracing identifies trigeminal neurons that innervate the tongue. 
(A) Bright field micrograph of a trigeminal ganglion in situ from a GCaMP3 mouse injected 
with Fast DiI (5 mg/mL in DMSO) 2 µl each side of the tongue. (B) Confocal micrograph 
showing the region in dotted box (left) where several DiI-traced neurons (red) can be seen 
next to the mandibular nerve (V3) entry in the trigeminal ganglion. 
 
5.2 Retro-orbital drug administration promptly reaches the trigeminal ganglia 
 
To deliver drugs into the trigeminal ganglion during in vivo calcium imaging we 
administered agents via retro-orbital injection into the venous sinus. To test how quickly 
solutions administered via this retro-orbital route reach the trigeminal ganglion, we injected 
50 µL of AlexaFluor 594 (250 µM in saline) retro-orbitally (Figure 10). After the injection, 
the fluorescent dye took less than 3 seconds to reach blood vessels in the trigeminal ganglion, 
and after a few more seconds the dye spread into the parenchyma of the ganglion. 
 






Figure 10 – Retro-orbital drug administration promptly reaches the trigeminal ganglia. 
An anesthetized Pirt-GCaMP3 mouse was injected retro-orbital (t = 0) with 50 µL of 
AlexaFluor 594 (250µM in saline) ipsilaterally to the recorded ganglion during the functional 
imaging. After 3 seconds the dye reached the trigeminal blood vessels and can be seen 
spreading into the trigeminal tissue. 
 
5.3 Thermosensitive responses in trigeminal sensory neurons 
 
To stimulate thermosensitive trigeminal neurons, the oral cavity was flushed with 
artificial saliva at temperatures ranging from 5 to 53 °C during in vivo calcium imaging using 
Pirt-GCaMP3 mice. We detected robust and repeatable thermosensitive responses in 
trigeminal sensory neurons in the V3 region of the ganglion (Figure 11A). Thermosensitive 
neurons were divided into four main groups:  (1) cells that responded mainly to temperatures 
below the resting oral temperature (30 – 32 °C), i.e. cold-responsive cells; (2) those that 
responded to stimulation above the resting oral temperature (i.e. warm-responsive cells); (3) a 
large group of nociceptors that responded above a threshold of 43 – 45 °C, and (4) a small 
population of neurons that responded to both cold and warm stimuli, exhibiting a bimodal 
thermosensitivity (Figure 11B).   





Figure 11 - Thermosensitive responses in trigeminal sensory neurons. (A) Heat map 
showing responses of 44 trigeminal ganglion cells to oral cooling and warming stimulation. 
Stimuli consist of 10 sec oral lavages of artificial saliva at temperatures ranging from 7 – 57 
°C. Between each thermal stimulus, the oral mucosa was returned to baseline temperature (32 
°C). (B) Representative responses of thermally-sensitive trigeminal ganglion neurons, divided 
in four types: cold-responsive, warm-responsive, nociceptors and bimodal-responsive cells. 
 
Considering all neurons in the V3 imaged field, about 9% were thermoreceptive. 
Cold-responsive cells are the majority of thermosensitive responses, corresponding to 5% of 
the neurons in the imaged field. The second largest group (2.5% of the neurons) are the 
nociceptors, cells that responded only to temperatures above 45 °C, generally recognized as 
painful 26. Warm-responsive cells correspond to less than 1% of the neurons in the imaged 
field. Bimodally-responsive cells, that responded to both cool and elevated temperatures were 
occasionally recorded. Looking at the V3 imaged field, no spatial grouping is found in cells 
responsive to different ranges of temperatures (Figure 12). 
 
 






Figure 12 - No spatial grouping is found on trigeminal thermosensitive responses. A map 
showing the distribution of thermal responsive neurons in the V3 imaged field of a Pirt-
GCamp3 mouse during in vivo calcium imaging. 
 
5.4 Capsaicin causes warm sensitization and thermal hyperalgesia 
 
To investigate whether capsaicin itself elicits responses on trigeminal neurons and 
which type of thermoreceptors they could be, a complete temperature series (7 to 50 °C) was 
conducted to identify and classify the thermoreceptors as previously described (Figure 13A), 
followed by the oral lavage with 100 µM capsaicin (Figure 13B). The chosen concentration of 
capsaicin is equivalent to those found in foodstuffs.  
Data showed capsaicin itself triggered calcium responses on V3 trigeminal 
neurons, characterized by longer latency and prolonged responses (Figure 13C), as compared 
to thermosensitive responses that are very fast and sharp. The majority of neurons that 
responded to capsaicin were also thermoreceptors, mainly warm-responsive cells and 
nociceptors. In fact, capsaicin also showed changing the profile of nociceptors responses 
(Figure 13D).  





Figure 13 – Capsaicin itself triggered calcium responses on nociceptors and warm-
responsive cells. (A, B) Heat map showing thermal responses of trigeminal neurons, over 
time, before and after 10 sec oral lavage with 100 µM capsaicin. (C) Plot showing mean 
F/F0 (red line) ± SEM (grey line) responses to capsaicin compared to previous control (ctrl, 
artificial saliva). (D) Representative nociceptor and warm-responsive cell showing thermal 
responses before and after capsaicin. Capsaicin seems to sensitize the nociceptors (*) but not 
warm cells. Calibrations: 0.5 F/F0, 20°C. 
 
 
To verify if capsaicin has effect on neuronal thermally-evoked responses, again a 
complete temperature series (7 to 50 °C) was performed before and after oral lavage with 100 
µM capsaicin. After capsaicin lavage, trigeminal nociceptors which normally have a response 
threshold to temperatures > 45 °C, begin to respond to innocuous warm temperatures (35 – 44 
°C). Temperature-response curves before and after capsaicin stimulation showed a 
pronounced left-shift on nociceptors responses (Two-way ANOVA, F = 8.548, P < 0.01), 
indicating that the threshold for nociceptors have shifted to lower temperatures (i.e., thermal 
hyperalgesia) (Figure 14A). A similar but less pronounced effect was observed for warm-
responsive cells. Cold-responsive cells were minimally affected by capsaicin lavage.  





Figure 14 - Capsaicin causes thermal hyperalgesia and warm sensitization. (A) 
Temperature-response curves showing normalized F/F0 per type of cell. After 10 sec oral 
lavage with 100 µM capsaicin, trigeminal nociceptors shifted the responsive threshold to 
lower temperatures (Two-way ANOVA, * P < 0.01). A less pronounced effect was observed 
for warm-responsive cells, and cold-responsive cells were not affected. (B) The overall 
incidence of all thermoreceptor cells, before and after capsaicin, shows a significant increase 
also in the number of responses to innocuous warm temperatures (Two-way ANOVA, * P < 
0.05). 
 
We also analyzed the overall incidence of all thermoreceptor cells, regardless of 
type, responding across a temperature range from 7 to 50 °C before and after oral lavage with 
100 µM capsaicin. Data showed that capsaicin sensitization is limited to the innocuous warm 
temperature range (35 – 44 °C) (Figure 14B). After capsaicin lavage, there was a significant 
increase in the number of responses to innocuous warm temperatures (Two-way ANOVA, F = 
5.87, P < 0.05), caused by capsaicin-induced sensitization of nociceptors described before. 
 
5.5 On Pirt-GCaMP3 mice, IL-1β topically applied on trigeminal ganglion causes 
thermal hyperalgesia 
 
To investigate whether interleukin 1 beta (IL-1β) itself elicits responses in 
trigeminal neurons, a complete temperature series (7 to 50 °C) was conducted to identify 
classify the thermoreceptors, followed by the topical application of 30 µl IL-1β (0.5 pg in of 
Tyrode’s solution) onto the trigeminal ganglion during imaging. None of the V3 
thermosensitive trigeminal neurons responded to topical interleukin 1 beta. However, 30 or 60 
min after topical IL-1β there was a left-shift in the temperature-response curves of trigeminal 
nociceptors (Two-way ANOVA, F = 4.433, P = 0.01), indicating thermal sensitization for 
nociceptors (Figure 15A).  In contrast, topical IL-1β did not have an effect on the 
temperature-response relations of warm- or cold-sensitive neurons. 






Figure 15 – IL-1β topically applied onto trigeminal ganglia causes thermal hyperalgesia. 
(A) Temperature-response curves showing normalized F/F0 for thermosensitive trigeminal 
neurons before and 30 or 60 min after topical application of 30 µl IL-1β (0.5 pg) . After IL-
1β, trigeminal nociceptors shifted their responsive threshold to lower temperatures (Two-way 
ANOVA, * P = 0.01). Neuronal calcium responses from warm- and cold-responsive cells 
were not affected. (B) The incidence of all thermoreceptor cells shows no difference before 
and after topical IL-1β, however, response amplitudes were significantly lower for all 
temperatures (Two-way ANOVA, * P < 0.001). 
 
Although the overall incidence of all thermoreceptor cells was minimally affected 
after 30 min or 60 min of topical IL-1β (0.5 pg in of Tyrode’s solution), response amplitudes 
were significantly lower after 30 or 60 min of the topical IL-1β (Two-way ANOVA, F = 
44.63, P < 0.001) in all temperature ranges (Figure 15B). 
 
5.6 On Pirt-GCaMP3 mice, trigeminal thermosensation were not altered by CFA-
induced peripheral inflammation  
 
To investigate if CFA-induced peripheral inflammation has an effect on 
thermally-evoked responses in trigeminal ganglion neurons, oral lavage with artificial saliva 
at temperatures ranging from 7 to 50 °C was performed before and after 1 hour of CFA 
injection (50 µl, 1:1 in saline) in the ipsilateral masseter muscle. After 1 hour of CFA-induced 
peripheral inflammation, thermally-evoked calcium responses from trigeminal neurons were 
minimally affected (Two-way ANOVA, F = 2.875, P = 0.09) as shown in Figure 16A. 
Unfortunately, we were unable to keep a CFA-injected mouse alive for more than 3 – 4 hours 
of confocal Ca2+ imaging (6 – 7 hours in total, adding surgery time) to repeat a temperature 
series later in the CFA-induced peripheral inflammation. 
We also analyzed the overall incidence of all thermoreceptor cells, regardless of 
type, responding across a temperature range from 7 to 50 °C before and after 1 hour of CFA-




induced peripheral inflammation in the same mouse. Although the CFA treatment did not 
change the number of neuronal thermosensitive responses (Figure 16B), the signal amplitude 
F/F0 of the neuronal calcium responses at 41 °C were significant higher after CFA (One-way 
ANOVA, F = 19.33, P < 0.001), when compared to the same stimulus before (CTRL, Figure 
16C).  
To test if capsaicin affects warm-evoked responses during CFA-induced 
peripheral inflammation, 10 sec oral lavage of 100 µM capsaicin was applied followed by two 
stimuli of artificial saliva at 41 °C. Even during peripheral inflammation, capsaicin lavage 
significantly increased the number of responses to innocuous warm temperatures (One-way 
ANOVA, F = 19.33, P < 0.001), when compared to the same stimulus before (*) and during 
the CFA-induced peripheral inflammation alone (#) (Figure 16C). 
 
 
Figure 16 – Trigeminal thermosensation was not altered by CFA-induced peripheral 
inflammation. (A) Temperature-response curves showing normalized F/F0 per type of cell 
before and after CFA (50 µl, 1:1 in saline) injection in the ipsilateral masseter muscle. 
Neuronal calcium responses were minimally affected after 1 hour of the CFA-induced 
peripheral inflammation (Two-way ANOVA, P = 0.09). (B) The incidence of all 
thermoreceptor cells shows no difference before and after CFA injection. (C) Plot showing 
F/F0 responses to 41 °C before and during CFA-induced peripheral inflammation, and also 
followed by 10 sec oral lavage of 100 µM capsaicin. Neuronal calcium responses at 41 °C 
increased after CFA injection and after capsaicin (One-way ANOVA, P < 0.001), compared 
to control (*) or to CFA treatment alone (#). 
 
5.7 Histological characterization of a GFAP-GCaMP6s trigeminal ganglion  
 




To test whether GFAP-GCaMP6s transgenic mice expressed the calcium indicator 
GCaMP in satellite glial cells, we immunostained paraformaldehyde-fixed trigeminal ganglia 
for GCaMP (more specifically, for GFP). Sections were immunostained with anti-NeuN (red) 
to identify neurons, and with anti-GFP (green) to identify GCaMP-expressing cells. As shown 
in Figure 17, green-labeled cells (GFP) create ring-shape structures around red-labeled 
trigeminal neurons (NeuN).  This finding confirmed that satellite glial cells, but not trigeminal 
neurons, express the calcium indicator GCaMP. 
 
Figure 17 – In GFAP-GCaMP6s mice, satellite glial cells, but not trigeminal neurons, 
express GCaMP. (A) GFP labeling alone in satellite glial cells, 20x. (B) Merged picture of 
GFP-positive satellite glial cells (green) surrounding NeuN-positive neurons (red), 20x. (C) 
Higher magnification of GFP-positive satellite glial cells (green) surrounding NeuN-positive 
neurons (red). 
 
5.8 Physiological characterization of a GFAP-GCaMP6s trigeminal ganglion  
 
To test whether satellite glial cells in GFAP-GCaMP6s transgenic mice can be 
imaged and generate calcium responses, we imaged Ca2+ responses in GFAP-GCaMP6s mice. 
Isolated ganglia were continuously perfused with Tyrode’s solution. During perfusion, 20 
seconds of ATP (500 µM) or high potassium (70 mM) Tyrode buffer were applied. We 
observed calcium responses in satellite glial cells from GFAP-GCaMP6s after ATP or high 
potassium stimuli (Figure 18A and B).  Both ATP or high potassium stimuli were very 
repeatable and consistent during recordings We observed differences in SGC calcium 
responses to ATP compared to high potassium. Namely, ATP-induced responses were 
rapidly-adapting with lower amplitude. Some cells also exhibited more than one peak (Figure 
18C).  In contrast, responses evoked by high potassium had higher amplitude and persisted 
longer, even after the stimulation was terminated (Figure 18D).  





Figure 18 – Calcium responses were recorded in satellite glial cells in trigeminal ganglia 
isolated from GFAP-GCaMP6s mice. (A) Confocal image showing calcium responses 
(green) in SGCs after 20 seconds of ATP (500 µM) or (B) high potassium solution (70 mM) 
delivered into the perfusion (bath-applied). (C) Plot of the SGC calcium responses before and 
after 20 sec ATP or (D) high potassium solution bath-applied. 
 
5.9 In vivo calcium imaging of satellite glial cells in GFAP-GCaMP6s mice 
 
To demonstrate neuron-glia communication in trigeminal ganglion, we used 
transgenic mice that express GCaMP in satellite glial cells, driven by the glial fibrillary acidic 
protein (GFAP) gene.  Stimuli were applied into the oral cavity or topically onto the exposed 
trigeminal ganglion. Using GFAP-GCaMP6s mice in three different experiments, we could 
not record calcium responses from SGCs after oral thermal stimulation. However, topical 
application of 30 µl ATP (500 µM in of Tyrode’s solution) or high potassium Tyrode’s 
solution (70 mM) elicited calcium responses in satellite glial cells. Much the same as 
experiments in situ, responses to ATP (Figure 19) and high potassium (Figure 20) were very 
repeatable and consistent. 
 
 




Figure 19 – ATP-induced calcium responses recorded in vivo in trigeminal satellite glial 
cells (A) Plot showing peak amplitude responses to topical stimulation with 30 µl ATP (500 
µM) compared to control (*). ATP stimulation was very repeatable and consistent during recordings (One-way 
ANOVA and Tukey’s multiple comparisons, F = 302.4, P < 0.001). (B) Plot of calcium responses from SGCs before and 
after ATP. Note that during topical application, F/F0 values are negative because fluids on top of the ganglion prevents 
imaging for 1-2 frames. 
 
 
Figure 20 – Calcium responses to high potassium, recorded in vivo in trigeminal satellite 
glial cells (A) Plot showing peak amplitudes of responses to topical stimulation with 30 µl 
high potassium Tyrode’s solution (70 mM) compared to control (*) or to 10 seconds topical 
stimulation (#). One-way ANOVA and Tukey’s multiple comparisons (F = 130, P < 0.001). (B) Plot of calcium 
responses before and after instant or (C) 10 sec stimulation with potassium 70 mM. Note that during 10 sec 
topical stimulation, F/F0 values are negative, because liquid on top of the ganglion deflects the laser scanning for ~20 
frames. 
 
5.10 Inflammation models on in vivo calcium imaging of GFAP-GCaMP6s mice  
 
We reported above that IL-1β applied topically onto trigeminal ganglia caused 
thermal sensitization of nociceptors (Figure 15A). Thus, we applied 30 µl of IL-1β (0.5 pg in 
Tyrode’s solution for 5 minutes) topically onto trigeminal ganglia in GFAP-GCaMP6s mice, 
simulating an inflammation process. However, oral thermal stimulation in addition to IL-1β 
inflammation, was not enough to elicit calcium responses in SGCs (data from three different 
experiments).  
We tried another inflammatory model for trigeminal ganglia: partial ligation of 
the infraorbital nerve (pIONL). We performed the surgery of chronic constriction injury of 
the infraorbital nerve in GFAP-GCaMP6s mice as described above. One week after 
pIONLsurgery (which should be the peak of trigeminal hyperalgesia as described in the 
literature 20,21,27), we did not observed calcium responses in satellite glial cells, evoked by oral 
thermal stimulation (three experiments).  




For all the experiments using IL-1β or pIONL inflammation models in GFAP-
GCaMP6s mice, despite the lack of stimulus-evoked responses, we were able to clearly 
identify satellite glial cells in the exposed trigeminal ganglion because of their baseline 
fluorescence. To test whether these cells were responsive to direct depolarization, we applied 
high potassium Tyrode’s solution (70 mM) topically onto the exposed trigeminal ganglion. In 
both inflammatory models, we recorded high-potassium-induced calcium responses in 





Figure 21 – High-potassium-induced calcium responses using inflammation models in in 
vivo calcium imaging of GFAP-GCaMP6s mice. (A) Confocal image showing the baseline 
fluorescence (gray) and calcium responses (green) in SGCs after high potassium solution 70 
mM topically applied onto a previously IL-1β inflammation model, or (C) on a pIONL 
inflammation model. (B) Plot of the SGC calcium responses for two successive stimulations with topical 
potassium 70 mM, on a previously IL-1β inflammation model. 
 
5.11 In vivo calcium imaging of neuron-glia communication in trigeminal ganglion  
 
After failing to record calcium responses in satellite glial cells induced by oral 
thermal stimulation, our next option was test a model of temporomandibular joint disorder 
(TMJD). CFA-induced TMJD its known to upregulate GFAP, IL-1β and TRPV1 expression 
in trigeminal cells 23,24. Moreover, as we previously reported, both IL-1β or capsaicin (TRPV1 
agonist) treatments caused thermal hyperalgesia in Pirt-GCaMP3 mice. 




To investigate if CFA-induced peripheral inflammation (TMJD model) also 
increases neuron-glia communication in trigeminal ganglion, complete Freund’s adjuvant 
(CFA, 50 µL 1:1 oil/saline suspension) was slowly injected into the ipsilateral masseter 
muscle 6 hours prior to confocal imaging. First, to compare this TMJD model with our 
previous experiments that used different inflammation models in GFAP-GCaMP6s mice, we 
applied high potassium Tyrode’s solution (70 mM) topically onto the exposed trigeminal 
ganglion. Surprisingly, high potassium elicited very strong calcium responses in satellite glial 
cells, with peak amplitudes almost 10-times higher then any previous experiments with Pirt- 
or GFAP-GCaMP mice (Figure 22B). SSG responses were so strong that some SGCs lost 
their ring-shape structures and became huge blots of GCaMP fluorescence. These large 
fluorescent blots appeared to include clusters of multiple SCGs, based on the images of 
baseline fluorescence before stimulation (Figure 22A). 
 
 





Figure 22 – High-potassium-induced calcium responses using CFA-induced TMJD 
model in GFAP-GCaMP6s mice. (A) Confocal image showing the baseline fluorescence 
(gray) and calcium responses (green) in SGCs after high potassium solution 70 mM applied 
topically onto the ganglion. (B) Plot of SGC calcium responses before and after topical potassium 70 mM. 
Note that during topical stimulation, F/F0 values are negative, because fluid on top of the ganglion momentarily 
prevents imaging. 
 
We also tested whether oral thermal stimulation, using noxious hot (~50 °C) or 
cold (~9 °C) artificial saliva delivered into the oral cavity (i.e. oral lavage), could elicit 
calcium responses in satellite glial cells as a sign of neuron-glia communication in a CFA-
induced TMJD model. For the first time, we saw calcium responses in SGC after oral thermal 
stimulation.  The SGC responses were repeatable and consistent. We could identify, in 4 
different experiments, a total of 11 satellite glial cells responsive to noxious hot (~50 °C), 14 
cells responsive to noxious cold (~9 °C), and 1 cell responsive to both hot and cold. Figure 
23A illustrates one of these experiments.  Compared to Pirt-GCaMP3 experiments, such as 
the one showed on Figure 12, the number of thermally-responsive SCGs is about 10% of the 






Figure 23 – Peripheral stimulation elicits calcium responses in satellite glial cells as a 
sign of neuron-glia communication in CFA-induced TMJD model. (A) Confocal image 




digitally colored showing satellite glial cells responsive to peripheral thermal stimuli in a 
GFAP-GCamp6s mouse during in vivo calcium imaging. (B) Heat map showing 9 SGC 
calcium responses, over time, to oral lavage with hot (~50 °C, red arrows) artificial saliva before 
and after topical Suramin (500 µM, black arrow) (C) SGC responses to oral hot significantly 
decreased after topical Suramin. Paired t-test, * P < 0.05. 
 
Having observed that oral thermal stimulation elicits calcium responses in satellite 
glial cells in a CFA-induced TMJD model, we next tested whether these represent neuron-glia 
communication. To test this, we examined whether calcium responses in SGCs after oral 
thermal stimulation were affected by suramin, a non-selective P2X receptor antagonist. Oral 
lavage with hot (~50 °C) artificial saliva was performed before and after topical application of 
30 µl Suramin (500 µM) onto the exposed trigeminal ganglion (Figure 23B). After suramin 
treatment, SGC responses to oral lavage with hot (~50 °C) artificial saliva were significant 
attenuated (Paired t-test, t = 2.709, P < 0.05), as shown on Figure 23C.  
Because topical application of pharmacological blockers has limitations, we next 
attempted to administer suramin via retro-orbital injection into the venous sinus. Oral lavage 
with hot (~50 °C) or cold (~9 °C) artificial saliva was performed before and after retro-orbital 
injection of 50 µl suramin (1 mM in saline) in a GFAP-GCaMP6s mouse/CFA-induced 
TMJD model. During the control recording, we could identify a total of six satellite glial cells 
that responded to oral thermal stimulation: three for oral hot and three for oral cold. Ten 
minutes after suramin injection, responses of two SGCs to oral lavage with hot (~50 °C) 
artificial saliva disappeared (see black arrows on Figure 24A). Responses returned 40 minutes 
after the suramin injection. However, considering all SGC responses, suramin blockage was 
not statistically significant for hot-induced responses (Figure 24B, left). For SGC cold-












Figure 24 – Suramin appears to decrease SGC responses to oral hot, but not cold, in 
CFA-induced TMJD model. (A) Heat maps showing 6 SGC calcium responses, over time, 
to oral lavage with hot (~50 °C, red arrows) or cold (~9 °C, blue arrows) artificial saliva 
before (top), 10 minutes (middle) and 40 minutes (bottom) after retro-orbital injection of 50 
µl Suramin (1 mM in saline). Black arrows indicate two SGC calcium responses that 
disappeared after 10 min of Suramin injection. (B) Suramin blockage after 10 or 40 minutes 
of the injection was not statistically significant on hot- (left graph) and cold-induced (right 
graph) calcium responses in satellite glial cells 
 
Thus far, our data suggest that neuron-glia communication occurs during CFA-
induced TMJD, and peripheral responses to hot appear to depend on purinergic signaling 
between neurons and satellite glial cells. To test whether hot-responsive satellite cells are 
associated with TRPV1-positive neurons, oral lavage with hot (~50 °C) artificial saliva was 
performed, followed by 30 µl of capsaicin (10 µM in Tyrode’s solution) applied topically 
onto the exposed trigeminal ganglion. Surprisingly, the same two hot-responsive satellite glial 
cells that were previously blocked by suramin (black arrows, Figure 24A), also responded to 
topical application of capsaicin (Figure 25). The third hot-responsive cell was not affected by 
suramin or capsaicin. Thus, neuron-glia communication during oral hot stimulation appears to 
depend on purinergic signaling between TRPV1-positive neurons and satellite glial cells in 
trigeminal ganglia. 
 






Figure 25 – Evidence that oral hot-evoked responses in satellite glial cells depend on 
purinergic signaling from TRPV1-positive neurons in trigeminal ganglia. The heat map 
shows changes in fluorescence for 6 SGCs over time. The same hot-responsive SGCs that 






Trigeminal sensory ganglia contain neurons whose axons travel in three distinct 
nerves: the ophthalmic, maxillary and mandibular branches. All three branches converge in 
the sensory ganglion of the trigeminal nerve (V), i.e. the trigeminal ganglion. This ganglion 
receives somatosensory information from the head and face including cornea, nasal and oral 
mucosa, teeth and tongue 28,29. In the present study, stimuli were applied into the oral cavity, a 
region mainly innervated by the mandibular nerve (V3).  To find the corresponding area in the 
trigeminal ganglion, we identified the trigeminal neurons by injecting Fast-DiI into the 
tongue. 
Several factors can prevent functional imaging in vivo, for example inadequate 
position of the animal’s head, breathing artifacts (movement), or blood and tissue fluid 
accumulating over the ganglion. In some cases, we attempted to deliver drugs directly onto 
trigeminal ganglion cells by topical application. However, topically-applied drugs require 
time to penetrate into the trigeminal ganglion.  Thus, topically-applied solutions momentarily 




prevent imaging because fluids covering the ganglion absorb the confocal scanning laser. To 
avoid this, for some experiments we administered drugs via injection into the retro-orbital 
sinus. This proved to be an effective delivery of compounds.  Agents injected retro-orbitally 
promptly reach the trigeminal cells without major interferences on the confocal laser 
scanning.  
With the protocol established, we examined the effects of oral cooling and 
warming. We detected robust and repeatable thermosensitive responses in trigeminal sensory 
neurons located next to the mandibular nerve (V3) entry in the ganglion. Neuronal 
thermosensitive responses were classified in four groups 30,31: (1) cold-responsive cells, that 
respond to temperatures below 32 °C; (2) warm-responsive cells, that respond to stimulation 
above 32 °C; (3) nociceptors, that respond to noxious heat above 45 °C; and (4) bimodal-
responsive cells that respond to both cold and warm stimulation. No spatial grouping was 
found for the distribution of thermosensitive neurons in the trigeminal ganglion. 
We next investigated how capsaicin, a TRV1 agonist that causes oral pungency or 
irritation 32, affects neuronal thermosensations. Capsaicin itself triggered calcium responses in 
trigeminal neurons.  Capsaicin-evoked responses were characterized by delayed and long-
lasting activity, presumably reflecting the gradual penetration of the lipophilic compound into 
the lingual epithelium, slowly reaching trigeminal terminals and then binding to its 
intracellular site 33. Most neurons that responded to capsaicin were also responsive to warm 
and noxious heat temperatures, confirming previous work 30,34. Thus, capsaicin and heat could 
be acting on TRPV1 receptors, leading to calcium responses, and maybe also sharing a 
common molecular pathway on nociception.  
Oral lavage with capsaicin caused warm sensitization and thermal hyperalgesia 
for nociceptors. In normal conditions, nociceptors respond to temperatures above ~ 43 °C. 
However, oral capsaicin changed the nociceptive threshold to lower temperatures.  
Nociceptors begin to respond to innocuous warm temperatures (35 – 43 °C), which results in 
a hyperalgesic condition 35. Capsaicin-induced TRPV1 activation is known to trigger the 
release of pro-inflammatory mediators at peripheral terminals32,34,36, which may contribute to 
hyperalgesia.  
IL-1β, a key proinflammatory cytokine associated with pain 1, also lowered the 
temperature threshold for heat activation when the cytokine was applied topically onto the 
ganglion.  This results has also been described in vitro 2. Under these circumstances, IL-1β 
resembles direct activation of TRPV1 by capsaicin. Thus, sensitization of nociceptors by oral 
capsaicin or by topical IL-1β might be derived from the same inflammatory mechanism. 
While investigating neuronal responses in Pirt-GCaMP3 mice, we generated a 
colony of GFAP-GCaMP6s mice. These mice express the genetically-encoded calcium 
indicator GCaMP in satellite glial cells within the ganglion, thus providing endogenous 
"biosensor" cells for agents released from trigeminal neurons. GFAP-GCaMP6s mice have 
never been cited before in the literature, thus we first confirmed by histological 
characterization that trigeminal satellite glial cells express GCaMP. Next, using trigeminal 
ganglia isolated from GFAP-GCaMP6s transgenic mice, we imaged calcium responses from 
satellite glial cells. We made excellent progress in determining the parameters for stimulating 
responses from SGCs using ATP or high potassium solutions. 
In the current PhD project, we have demonstrated crosstalk between neurons and 
satellite glial cells in dorsal root ganglia. This crosstalk provides a role for SCG in the 
development of inflammatory hyperalgesia in peripheral tissue. In addition, we observed that 
oral capsaicin or IL-1β applied topically onto the trigeminal ganglion induced thermal 
sensitization of nociceptors, probably representing common inflammatory mechanisms shared 




between the two agents. We tested different inflammatory models that are known to induce 
hyperalgesia and recorded calcium responses in SCGs of the trigeminal ganglion. 
Specifically, we applied IL-1β topically onto the trigeminal ganglion or partially ligated the 
infraorbital nerve (pIONL).  Although we did not observe SGC calcium responses to oral 
thermostimulation after these treatments, we were able to record SCG responses after 
applying ATP or high potassium solution directly onto the trigeminal ganglion. In contrast, 
after CFA-induced temporomandibular joint disorder (TMJD), we were able to detect SGC 
responses to oral thermostimulation.  This provides evidence for crosstalk between neurons 
and satellite glial cells in vivo.  
CFA-induced TMJD its known to upregulate GFAP, IL-1β and TRPV1 
expression in trigeminal ganglion cells 23,24. In GFAP-GCaMP6s transgenic mice, the GFAP 
gene drives the expression of GCaMP in satellite glial cells. Thus, with GFAP expression 
upregulated in the CFA-induced TMJD model, expression of GCaMP will be also increased.  
These findings may explain why we did not observe SGC calcium responses in the IL-1β and 
pIONL inflammatory models, but did record calcium responses in satellite glial cells using the 
CFA-induced TMJD inflammatory model.  Namely, GFAP and GCaMP expression was 
enhanced after CFA treatment.  
Further we tested whether SGC responses to oral stimulation represents neuron-
glia communication by using suramin, a non-selective P2Xreceptor antagonist. Purinergic 
signaling is described as an important mechanism for communication between neuron and 
glia cells during inflammatory pain 37–40. In our work, suramin appeared to decrease SGC 
responses to stimulation from oral hot (~50 °C), but not cold (~9 °C) artificial saliva in CFA-
induced TMJD model. In one experiment, SGC responses to oral hot were significant 
attenuated by suramin. In a second experiment, SGC responses to hot oral stimulation 
disappeared 10 min after injecting suramin and recovered after 40 minutes. The results from 
suramin are only preliminary due to the limited number of SGCs we were able to record in the 
time available; in 4 different experiments, we recorded 11 SGCs that responded to noxious 
hot (~50 °C), and 14 SGCs responsive to cold (~9 °C). Hot-responsive SGCs also respond to 




7. CONCLUSION  
 
In the PhD project linked to this work, we have provided evidence that satellite 
glial cells in dorsal root ganglia play a role in peripheral inflammatory hyperalgesia via  
neural-glial cell communication through purinergic P2X7 receptors. Here, we demonstrated in 
vivo that neuron-glia communication occurs in the trigeminal ganglion during inflammation.  
Further, we showed that oral nociceptive responses may depend on purinergic signaling 
between TRPV1-positive neurons and satellite glial cells in the trigeminal ganglion. Our data 
suggest that purinergic signaling involving satellite glial cells in sensory ganglia may 
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ATP-induced P2X7 receptor (P2X7R) activation is essential for maturation and release of 
interleukin-1 beta (IL-1β) during inflammation. In parallel, peripheral tissue inflammation 
leads to the IL-1β upregulation in satellite glial cells (SGC) of sensory ganglia. Higher levels 
of IL-1β stimulate prostaglandins release in peripheral tissue, which is the key mechanism for 
inflammatory hyperalgesia development. The aim of this study was to investigate whether 
P2X7R activation and IL-1β release in DRG are important for hyperalgesia development 
during peripheral inflammation. Inflammation was induced by CFA, carrageenan, IL-1β or 
PGE2 administered in rat’s hind paw, and mechanical hyperalgesia was measured by 
electronic von Frey test. P2X7R blockage with A-740003 administered in DRG reduced the 
mechanical hyperalgesia induced by CFA, Carrageenan, and IL-1β, but not PGE2.  We used 
SGC-prevalent cultures stimulated with LPS, followed by treatment with A-740003 and/or 
P2X7R agonist BzATP. IL-1β production was increased by inflammatory stimuli in vivo and 
in vitro, and P2X7R activation induced the release of mature IL-1β by SGC only in LPS-
stimulated cultures, an effect that was blocked by A-740003. DRG immunofluorescence 
confirmed P2X7R and IL-1β expression in SGC. In summary, our results suggest that ATP is 
being released in DRG after activation of IL-1RI receptors in nerve terminals by peripheral 
IL-1β, and, as consequence of a soma-SGC communication, ATP-induced activation of 
P2X7R on SGC mediates the release of IL-1β in DRG. These findings denote active 
participation of SGC for the inflammatory hyperalgesia development in peripheral tissue. 
Thus, SGC and sensory ganglia characterize therapeutic targets for inflammatory pain. 
 
Keywords - satellite glial cells; P2X7 receptors; interleukin-1beta; dorsal root ganglion; 
inflammatory hyperalgesia. 
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